Etablierung und Optimierung der Error-Prone-PCR und eines Aktivitätsscreenings für Styrol-Monooxygenasen by Born, Ariane
Technische Universität Bergakademie Freiberg
Arbeitsgruppe Umweltmikrobiologie
Fakultät für Chemie und Physik
Etablierung und Optimierung der





zur Erlangung des akademischen Grades
Diplom-Naturwissenschaftlerin
(Dipl.-Nat.)
Gutachter: Prof. Dr. Michael Schlömann
Gutachter: Prof. Dr. Hermann Heilmeier
Betreuer: Dr. Stefan Kaschabek, Dirk Tischler
Freiberg, den 10. Juni 2011
Eidesstattliche Erklärung II
Eidesstattliche Erklärung
Hiermit versichere ich, dass ich die vorliegende Arbeit ohne unzulässige Hilfe Dritter und
ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Die aus fremden
Quellen direkt oder indirekt übernommenen Gedanken sind als solche kenntlich gemacht.




Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. Michael Schlömann für die Bereitstellung des
interessanten Themas. Herrn Prof. Dr. Hermann Heilmeier gilt mein Dank für die unkom-
plizierte Übernahme der Zweitgutachtertätigkeit. Bei Herrn Dr. Stefan Kaschabek und
Herrn Dirk Tischler bedanke ich mich für die umfangreiche Betreuung meiner Arbeit. Sie
standen mir stets für fachliche Fragen, mit Ratschlägen und Ideen tatkräftig zur Seite.
Bedanken möchte ich mich weiterhin bei Frau Beate Erler und Herrn Janosch Gröning
für Ihre Unterstützung bei Problemen. Im Weiteren gilt mein Dank allen anderen Mitglie-
dern der Arbeitsgruppe Umweltmikrobiologie für Hinweise, Ratschläge und interessante
Diskussionen.
Zuletzt möchte ich meinen Danke meiner Familie und meinem Freund Stefan Loos aus-
sprechen, die immer hinter mir standen und mich unterstützten.
Zusammenfassung IV
Zusammenfassung
Styrol-Monooxygenasen (SMOs) spielen im bakteriellen Abbau von Styrol eine wichtige
Rolle. Sie epoxidieren den Kohlenwasserstoﬀ zu (S )-Styroloxid und waren bis vor kurz-
em vor allem aus Gram-negativen Vertretern wie Pseudomonaden bekannt. Das Gram-
positive nocardioforme Bodenbakterium Rhodococcus opacus 1CP kann Styrol als Energie-
und Kohlenstoﬀquelle nutzen und verfügt über zwei Typen von SMOs. Neben StyA2B,
einer fusionierten FAD:NADH-Oxidoreduktase (StyB) und Monooxygenase (StyA2) ﬁn-
det sich eine weitere Monooxygenase StyA1, deren Gen direkt stromaufwärts zu styA2B
lokalisiert ist. Zusätzlich zum natürlichen Fusionsprotein StyA2B gelang kürzlich die Kon-
struktion künstlicher Fusionen StyAL1B1 und StyAL2B2 aus Pseudomonas ﬂuorescens
ST.
Um sowohl StyA1/StyA2B als auch die künstlichen Fusionen StyAL1B und StyAL2B für
eine biotechnologische Anwendung nutzen zu können, wurde im Rahmen dieser Arbeit
angestrebt, ihre speziﬁsche Oxygenierungsaktivität (StyA1/StyA2B: 0,24 U/mg) mit Hil-
fe der error prone PCR zu erhöhen. Um Veränderungen der katalytischen Aktivität in
einer großen Zahl von Mutanten schnell zu erkennen, ist ein einfacher Screeningtest erfor-
derlich. Die Fähigkeit von SMOs zur Oxidation von Indol zu blauem Indigo bietet diese
Möglichkeit. Allerdings ist hierfür die Expression löslicher Proteine eine wesentliche Vor-
aussetzung. Versuche zur Veränderung der Gene styA2B und styA1A2B mit Hilfe eines
kommerziellen error prone PCR Kits lieferten ca. 300 bis 1.200 mutmaßlich veränderte
Klone, welche jedoch keinerlei Aktivität für den Indolumsatz zeigten. Als Ursache wurde
eine Expression der Proteine in Form inaktiver Inclusion Bodies vermutet.
Die Fusionsproteine StyAL1B und StyAL2B bilden lösliches Protein, welche Indol zum
blauen Farbstoﬀ Indigo umsetzen. Verschiedene Kultivierungsbedigungen wurden auf den
Umsatz von Indol untersucht. Dabei wurde erkannt, dass die Klone sich nicht identisch
bezüglich ihrer Proteinlöslichkeit verhalten. Mit Hilfe dieser Ergebnisse wurde ein Test für
das Aktivitätsscreening von Styrol-Monooxygenasen auf Platte entwickelt. Die Erhöhung
der NaCl-Konzentration im Medium steigerte die Indoloxidation, welche sich jedoch durch
zusätzliche physiologisch Faktoren schwer beeinﬂussen lassen.
Auch für die Fusionsproteine erfolgte die Durchführung einer error prone PCR. Der Schritt
der error prone PCR stellte kein Problem dar, jedoch die Einbindung des veränderten Gen-
1nach der Nomenklatur von C. Conrad StyAxB
2nach der Nomenklatur von C. Conrad StyAHxB
Zusammenfassung V
fragmentes in den Vektor, beziehungsweise dessen Transformation in E. coli. Alternative
Strategien, wie die Nutzung alternativer DNA Polymerasen und eines konventionellen
Konzepts, bei dem veränderte Genen in geschnittene Expressionsvektoren ligiert werden,
führte zu keinen detektierbaren Klonen.
Die Kultivierung von identischen Klonen auf Festmedium wirkte sich Aufgrund nicht
näher identiﬁzierter Einﬂüsse auf das Verhalten bezüglich der Indoloxidation sehr unter-
schiedlich aus. Um diese Einﬂüsse zu minimieren, erfolgte die Untersuchung des Systems
in einer Flüssigkultur. Im Blickpunkt stand hierbei die Indigoproduktion von E. coli BL21
(pET_StyAL2B) die in Abhängigkeit der optischen Dichte der Kultur untersucht wurde.
Abstract VI
Abstract
Styrene monooxygenases (SMOs) play an important role in the bacterial degradation
of styrene. They epoxidize the hydrocarbon highly enantioselective to (S)-styrene oxide.
Most of the styrene monooxygenases known so far were identiﬁed in Gram-negative mi-
croorganisms like pseudomonads. Rhodococcus opacus 1CP, a Gram-positive nocardioform
actinobacterium, which uses styrene as energy and carbon source was recently found to
possess a novel type of SMO, StyA2B. This protein represents a natural fusion between
an FAD:NADH oxidoreductase (StyB) and a single monooxygenase subunit (StyA2) and
might act in combination with another single oxygenase StyA1 in strain 1CP. Two artiﬁ-
cial analogs to StyA2B, designated StyAL1B1 and StyAL2B2, were recently prepared by
a fusion of styA and styB of Pseudomonas ﬂuorescens ST and both showed oxygenating
activity.
For StyA1/StyA2B as well as the artiﬁcial fusion proteins StyAL1B and StyAL2B, it was
tried to enhance the speciﬁc oxygenation activity in order to support their biotechnological
applicability. The method of error prone PCR was used for that purpose. In order to
identify favorable modiﬁcations with increased catalytic activity from a high number of
mutants, an easy and simple screening test is necessary. Therefore, it is reasonable to use
the ability of SMOs to oxidize indole to the blue dye indigo. However, the expression of
SMOs as soluble proteins is an important requirement for any activity screening. Attempts
to modify the genes styA2B and styA1/styA2B by means of a commercial error prone PCR
kit yielded 300 to 1,200 potential mutants. Unfortunately, none of the obtained colonies
showed any indole-oxidizing activity and the formation of insoluble inclusion bodies was
assumed to be a likely explanation.
In contrast to StyA2B and StyA1, recombinant expression of the artiﬁcial fused SMOs
StyAL1B und StyAL2B should yield detectable amounts of active proteins. In fact, cul-
tivation of clones expressing both types of proteins showed a blue coloration. Since the
coloration of clones from one single solid medium evolved in a non-uniform manner, cul-
tivation conditions were varied in order to identify factors which promote a more uniform
tendency for indole oxidation. Although a high NaCl concentration in the medium was
shown to favor indole oxidation, the latter one seems to be inﬂuenced by additional phy-
siological factors, hardly to control.
1at the nomenclature of C. Conrad: StyAxB
2at the nomenclature of C. Conrad: StyAHxB
Abstract VII
For the artiﬁcially fused proteins an error prone PCR was carried out, too. Although the
initial step of mutagenic PCR was found to be successful, completing the vector system
by a second ﬁll-up PCR reaction failed. Alternative strategies like the usage of alternative
DNA polymerases as well as a conventional cloning approach of various genes into a
digested expression vector did not lead to detectable clones.
The cultivation of identical clones on petri dishes provided no uniform tendency for indole
oxidation and thus did not allow the reliable comparison of mutants in respect of their
speciﬁc SMO activities. Cultivation of mutants in liquid medium should lead to more
reproducible conditions and for that purpose a method was successfully established to
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1.1 Styrol - ein Produkt der Industrie
Styrol ist ein bedeutender Ausgangsstoﬀ für die industrielle Herstellung vieler syntheti-
scher Polymere, wie Polystyrol, Styrol-Butadien-Kautschuk, Acrylnitril-Butadien-Styrol-
Copolymerisate (ABS) und Kunstharze. Es dient in diesen Herstellungsprozessen als Lö-
sungsmittel und/oder als Synthesebaustein und gelangt über Abwässer und Abluft in die
Umwelt (1, 15, 20, 21).
Neben solchen Einträgen anthropogener Art ist Styrol auch natürlicherweise in der Um-
welt anzutreﬀen. So entsteht Styrol beispielsweise in Spurenkonzentrationen bei der Decar-
boxylierung von Zimtsäure, einem verbreiteten Pﬂanzeninhaltsstoﬀ (44). Neben Zimtsäure
ist die strukturell ähnliche Ferulasäure (4-Hydroxy-3-Methoxyzimtsäure) in Wein, Bier,
Sojasoße und Heidelbeeren vorzuﬁnden (38, 51).
Styrol als Ausgangsstoﬀ vieler Reaktionen ist eine karzinogene Substanz mit immuno-
modulatorischem Eﬀekt, der vor allem bei Arbeitern, die der Gasemission ungeschützt
ausgesetzt sind, auftritt (26, 48). Es steht darüber hinaus im Verdacht Krebs zu erzeugen,
da es im lebenden Organismus über Styroloxid abgebaut wird und dies als nachweislich
karzinogen eingestuft ist (18). Styrol ist schon mit weniger als 1 ppm an seinem süßlichen
Duft erkennbar und polymerisiert bereits bei Raumtemperatur (2). Zudem kann Styrol zu
Styroloxid oxidiert werden, ein chiraler, optisch aktiver Baustein, dem in der Industrie ei-
ne große Bedeutung beigemessen wird. Der Einsatz bei enantiospeziﬁschen Synthesen, die
unter anderem in der Pharmaindustrie eine beachtliche Rolle spielen, z. B. bei der Her-
stellung des anti-HIV-1 Medikamentes Crixavin, ist dabei von großem wirtschaftlichen
Interesse (36).
Die Herstellung von enantiomerenreinem (S )- oder (R)- Styroloxid, kann über die asym-
metrische Jacobsen-Epoxidierung, die Shi-Epoxidierung oder die chemisch kinetische Spal-
tung von racemischen Styroloxid erfolgen (21).
Vor allem über das erste Verfahren kann man reine Produkte gewinnen. In den letzten
Jahrzehnten ist die Nachfrage nach enantiomerenreinem Styroloxid gestiegen, besonders
in der Pharmaindustrie. Des Weiteren wird der Ruf nach ökonomischeren und umwelt-
verträglicheren Herstellungsverfahren laut. In diesem Zusammenhang sind auch die Ver-
ringerung der Nebenprodukte und das Ablaufen der Prozesse unter milderen Bedingungen
von Interesse. Ein möglicher Weg dazu ist die Nutzung von Enzymen aus Mikroorganis-
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men. Zur Gewinnung von Styroloxid können z. B. Styrol-Monooxygenasen genutzt werden
(36). Im folgenden Kapitel 1.2 soll weiter auf diesen Aspekt eingegangen werden.
1.2 Styrol-Monooxygenasen
1.2.1 Abbauwege von Styrol
Verschiedenste Mikroorganismen sind in der Lage Styrol sowohl aerob als auch anaerob
abzubauen.
Der aerobe Abbau von Styrol
Unter aeroben Bedingungen wurden bislang zwei Abbauwege nachgewiesen. Sie erfolgen
über:
1. die Oxidation der Vinylseitenkette oder
2. den direkten Angriﬀ des aromatischen Ringes (33).
Beide Strategien sind in Abbildung 1.1 dargestellt und werden im Folgenden näher erläu-
tert.
Oxidation der Vinylseitenkette Styrol wird durch das Enzym Styrol-Monooxygenase
(SMO), eine aus zwei Untereinheiten bestehende Flavinadenindinukleotid (FAD)-abhän-
gige Monooxygenase, zu Styroloxid abgebaut. Im Folgenden Schritt erfolgt die Umwand-
lung mittels einer Styroloxid-Isomerase zu Phenylacetaldehyd, welches anschließend durch
die Phenylacetaldehyd-Dehydrogenase unter Verbrauch von oxidiertem Nicotinamidaden-
indinucleotid (NAD+) zu Phenylessigsäure abgebaut wird (Abbildung 1.1). Diese Reakti-
onsfolge wird als oberer Abbauweg bezeichnet. Die Überführung von Phenylessigsäure
in den Tricarbonsäurezyklus bezeichnet man als unteren Abbauweg (33). Der eben skiz-
zierte Weg ist im Laufe der Entwicklung von Mikroorganismen variiert worden. So kann
es unter anderem Abweichungen in den Umwandlungsprozessen von Styroloxid zu Phenyl-
acetaldeyd geben. Der Organismus Corynebacterium Stamm AC-5 wandelt beispielsweise
Styroloxid über den Umweg von 2-Phenylethanol zu Phenylacetaldehy um (33) (Abbil-
dung 1.1). Der Abbau von Styrol über die Oxidation der Seitenkette wird durch Bakterien
wie Pseudomonas putida CA-3 (31), Pseudomonas ﬂuorescens ST (25), Pseudomonas sp.
VLB120 (36, 35) sowie durch Pseudomonas sp. Y2 (49, 50), Xanthobacter 124X (16) und
Xanthobacter S5 (17) genutzt.
Neben Bakterien sind inzwischen auch Pilze bekannt, die diesen Weg zum Abbau von






























Abbildung 1.1: Abbau von Styrol über Oxidation der Vinylseitenkette, Reaktionsfolge 1-6:
SMO, Styrol-Monooxygenase; SOI, Styroloxid-Isomease; PAD,
Phenylacetaldehyd-Dehydrogenase; PAR, Phenylacetaldehyd-Reduktase;
PACoA-Ligase, Phenylacetyl-CoA-Ligase;
und mittels Spaltung des aromatischen Ringes, Reaktionsfolge 7-10:
SDO, Styrol-2,3-Dihydrogenase; GDH, cis-Glycol-Dehydrogenase; CDH,
Catechol-2,3-dihydrogenase; CDO, Catechol 1,2-dioxygenase; nach (29, 33, 51)
Spaltung des aromatischen Ringes Neben dem Abbau von Styrol über die Vinyl-
seitenkette sind Organismen in der Lage den Aromaten mittels direkter Ringspaltung zu
verwerten. Hierbei wird Styrol mit Hilfe einer Styrol-Dihydrogenase und einer NAD+-
abhängigen Styrol-cis-glycol-Dehydrogenase zu 3-Vinylcatechol und dann weiter mittels
meta-Ringspaltung über Muconsäuresemialdehyd zu Acetaldehyd und Pyruvat umgewan-
delt. Die beiden entstandenen Produkte werden weiter in den Tricarbonsäurezyklus über-
führt (vergl. Abbildung 1.1) (33). Dieser Abbau wurde unter anderem in Rhodococcus
rhodochrous NCIMB 13259 (51) nachgewiesen.
Der anaerobe Abbau von Styrol
Der Abbau von Styrol kann auch unter anaeroben Bedingungen geschehen. Der Hauptab-
bauweg lässt sich analog zur Oxidation der Vinylseitenkette (aerober Weg) beschreiben
(33). Styrol wird über Phenylethanol und Phenylacetaldehyd zu Phenylessigsäure umge-
wandelt und folgt weiter dem unteren Abbauweg. Der für den initialen Schritt notwen-
dige Sauerstoﬀ wird dabei Wasser entzogen. Umfangreiche Beschreibungen zum Abbau
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auf anaerobe Weise liefert die Veröﬀentlichung von Grbic-Galic und Mitarbeitern (13).
Der hier beschriebene Weg wird durch anaerobe Bakterien, wie z. B. Entrobacter cloacae
DG-6 durchgeführt (13, 33).
1.2.2 Struktur, Vorkommen und Eigenschaften klassischer Zweikomponenten
Styrol-Monooxygenasen
Die Styrol-Monooxygenase ist eines der Schlüsselenzyme für den Styrolabbau über die Oxi-
dation der Vinylseitenkette, da sie den einleitenden Schritt des Abbaus von Styrol zu Sty-
roloxid oxidiert. Die meisten bekannten Styrol-Monooxygenasen bestehen aus zwei Kom-
ponenten, StyA und StyB. Die Untereinheit StyB ist eine FAD:NADH-Oxidoreduktase
und reduziert FAD unter Verbrauch von NADH. Die Styrol-Monooxygenaseeinheit StyA
nutzt reduziertes Flavin um molekularen Sauerstoﬀ zu aktivieren und in Styrol zu inkor-
porieren. Bis jetzt ist der Mechanismus des Transfers des reduzierten FAD zwischen der
FAD:NADH-Oxidoreduktase und der Oxygenase nicht genau geklärt (46). Jedoch konnte
gezeigt werden, dass beide Einheiten nicht in direkten Kontakt zueinander stehen. Diﬀu-
sion ist ein mutmaßlicher Mechanismus des FAD-Transportes (22, 46). Auch die Nutzung
von FAD aus anderen Zellprozessen sollte nicht ausgeschlossen werden. Eine schematische
Darstellung der Abläufe in dem System StyA/StyB ist Abbildung 1.2 I zu entnehmen.
Kritisch für die wirtschaftliche Nutzung von Monooxygenasen ist die Regeneration von
essentiellen Cofaktoren (NADH). Des weitern sind limitierende Substrat- und/ oder Pro-
duktkonzentrationen zu beachten, die in Ganzzell-Biotransformation für den Organismus
bzw. für das Enzym unter anderem toxisch wirken können. Durch den Transfer von FAD
zwischen den beiden Proteineinheiten, StyA und StyB, ergibt sich in diﬀusionsbasierten
Systemen eine starke Anfälligkeit zur Autooxidation des reduziertem FAD (Entkopplung)
(vergl. Abbildung 1.2 ).
Der Einﬂuss von reaktiven Sauerstoﬀspezies wie beispielsweise Wasserstoﬀperoxid, ist in
diesem System ein unerwünschter Eﬀekt. Übersteigt die FAD-Oxidoreduktase-Aktivität
diejenige der Oxygenase, so kommt es zur Entkopplung beider Enzyme (46) und es bildet
sich verstärkt H2O2. Dieses kann oxidativen Stress auslösen und so Proteine oder Zellen
schädigen.
Neben den bereits erwähnten Spezies existieren weitere Organismen, die Styrol-
Monooxygenasen in sich tragen. Eine Auswahl ist in Tabelle 1.1 aufgeführt.
Zweikomponenten SMO besteht aus zwei separaten Untereinheiten. Für die wirtschaftli-
chen Nutzung sind sie Aufgrund dieses strukturellen Aufbaus von Nachteil. Sie können
rekombinante Enzymexpression, Immobilisierung für zellfreie Systeme, und die Detektion
















I) Pseudomonas fluorescens VLB120 
II) Rhodococcus opacus 1CP 
Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der I) genetische Organisation von dem
Zweikomponenten-SMO-Systems StyA/StyB aus Pseudomonas sp. VLB120
sowie II) das Einkomponentensystem StyA2B und das gekoppelte Sys-
tem StyA1/StyA2B aus Rhodococcus opacus 1CP sowie die vermuteten
Reaktionsmechanismen (aus (47)).
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Tabelle 1.1: Organismen mit (hypothetischen∗) Styrol-Monooxygenasen
Organismus Genbezeichnung accession no. Referenz
Azoarcus sp. BH72 styA∗ GI:119896292 (24)
Bacillus megaterium QM B1551 SMO∗ GI:294663009 (41)
Pseudomonas ﬂuorescens ST styA, styB GI:2154926 (3)
Pseudomonas putida CA3 styA, styB GI:160334198 (14, 34)
Pseudomonas putida S12 styA GI:258445077 (25)
Pseudomonas sp. VLB120 SMO GI:2655262 (35, 36, 37)
Pseudomonas sp.Y2 styA, styB GI:28974555 (50)
Streptomyces coelicor SMO∗ GI:24430032 (4)
1.2.3 Das neuartige Styrol-Monooxygenase-System StyA1/StyA2B aus
Rhodococcus opacus 1CP
Neben den bisher bekannten typischen Zweikomponeneten SMOs aus Pseudomonaden
wurde in Rhodococcus opacus 1CP ein bisher nicht beschriebenes System entdeckt. Dieses
besteht aus einer fusionierten Flavoprotein-Monooxygenase StyA2B, welche sich aus ei-
ner FAD:NADH-Oxidoreduktase (StyB) und einer Monogenase (StyA2) zusammensetzt.
Beide Enzyme wurden nur im Stamm 1CP fusioniert vorgefunden. Zum Anderen ist in
Stamm 1CP eine weitere Monooxygenaseeinheit (StyA1) enthalten (46).
In Abbildung 1.2 II ist der Umsatz von Styrol durch StyA2B schematisch dargestellt. Beide
Enzymdomänen sind in einer Einheit miteinander verbunden. Dass der Transport des
Flavins möglicherweise innerhalb des Proteins und damit in einem geschützten Rahmen
erfolgt, wurde als Hypothese angesehen und konnte nicht weiter bestätigt werden (47).
Die Nähe von Oxygenase (StyA2) und Reduktase (StyB) machen das StyA2B zu einem
optimalen Ziel für Protein-Engineering.
Die Leistungsfähigkeit von StyA1/StyA2B ist im Vergleich zur StyA/StyB aus Pseudomo-
nas bedeutend geringer. Das Ziel wäre mögliche Fehler oder Störungen bei der Übertra-
gung von Reduktionsäquivalenten zu minimieren. Mit dieser Styrol-Monooxygenase lassen
sich Styrol, Indol, Dihydronaphthalin und Phenylalkylsulﬁde zu deren chiralen Epoxiden
bzw. Sulfoxiden umsetzten (vergl. Abbildung 1.3) (46, 47). Neben der hier aufgeführ-
ten SMO von Rhodococcus opacus 1CP werden StyA2B ähnliche Strukturen in Nocardia
farcinica IFM10152 und in Arthrobacter aurenscens TC1 gefunden (46).
In dem Organismus Rhodococcus opacus 1CP wurde neben dem StyA2B noch das Enzym
StyA1 gefunden (46, 47). Die Leistungsfähigkeit von StyA2B allein ist sehr eingeschränkt.
Um einen besseren Umsatz von Styrol und dessen Derivaten zu gewährleisten kann es zum
Einbau einer zusätzlichen Monooxygenaseeinheit StyA1 gekommen sein. Die Leistungs-
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Abbildung 1.3: Enantioselektive Oxygenierung katalysiert durch Styrol-Monooxygenasen
(SMO). Das * symbolisiert chirale Atome in den erhaltenen Produkten, (Ab-
bildung nach (46))
Funktionsweise des Gesamtsystems ähnlich der des Zweikomponentensystems (siehe Ab-
bildung 1.2 I). Das von StyA2B gebildete reduzierte Flavin wird von ihm selbst zum Teil
weiter zur Oxidation von Styrol genutzt und/oder zu den StyA1-Teil überführt (analog
dem Transport von StyA zu StyB) und dort ebenso verwendet um Styrol zu oxidieren.
1.2.4 Künstlich verlinkte SMO aus Pseudomonas ﬂuorescens ST
Die speziﬁsche Oxygenierungsaktivität der in Pseudomonas spp. gefundenen SMO's ist
deutlich höher als die des Einkomponentensystemes StyA2B aus Rhodococcus opacus 1CP.
Nach diesem Vorbild sind künstlich fusionierte Styrol-Monooxygenasen erzeugt worden.
Ziel war es den möglichen FADH2 Transport innerhalb des fusionierten Proteins zu erhal-
ten. Dies soll den Transport von FADH2 der in den klassischen Zweikomponentensystemen
durch Diﬀusion stattfand ersetzen und möglichst direkt an Ort und Stelle einsetzbar sein.
Die in Pseudomonas ﬂuorescensen ST liegenden Gensequenzen für StyA und StyB sind
durch ein Stopcodon voneinander getrennt. Nach dem Vorbild des Einkomponentensys-
tems aus Rhodococcus opacus 1CP sind die Gene StyA und StyB aus Pseudomonas ﬂuo-
rescenses ST künstlich fusioniert worden (8). Die dabei vorhandenen Stopcodone wurden
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entfernt. Die Verlinkung beider Gensequenzen erfolgte einmal direkt (StyAL1B1) und in
einem weiteren Fall mittels eine Brücke bestehend aus 4 Histidinresten (StyAL2B2).
1.2.5 Biotechnologischer Einsatz von Styrol-Monooxygenasen
Der potentielle industrielle Einsatz von Styrol-Monooxygenasen erstreckt sich über vie-
le Felder, die hier beispielhaft aufgeführt sind. Das große Potential von SMOs für den
biotechnologischen Einsatz, mit ihrer Fähigkeit zur enantioselektiven Biotransformation
von Styrol zu Styroloxid bzw. von styrolähnlichen Stoﬀen sind bedeutend (33). Diese op-
tisch aktiven Substanzen sind ein idealer Ausgangspunkt in der heutigen Industrie für die
Produktion chiraler Stoﬀe. Die Gewinnung von Styroloxid als eine optisch aktive Sub-
stanz, ist wirtschaftlich von Bedeutung. Es wird als Ausgangsstoﬀ unter anderem in der
Pharmaindustrie eingesetzt (33).
Ein Beispiel für die Nutzung von SMOs in der pharmazeutisch-chemischen Synthese ist die
Herstellung einer Vorstufe des Anti-HIV-1 Medikaments Crixavin. Bei dessen Herstellung
ist eines der auf kommerziellen Weg schwer herstellbaren Ausgangsstoﬀe 1S,2R-Indenoxid
(53). Der Organismus Pseudomonas putida S12 wandelt Inden zu Indenoxid um und
könnte somit eine beachtliche Rolle in der HIV-Therapie übernehmen (33).
Der wirtschaftlich interessanteste Punkt ist die Gewinnung enantiomerenreiner Substan-
zen. Die Leistungsfähigkeit der SMOs bei der Gewinnung von Styroloxid oder dessen De-
rivaten ist mit einem Enantiomerenüberschuss (ee) bis zu 99 % beachtlich. Die SMOs aus
Pseudomonas putida S12 und Mycobacterium sp. Stamm E3 zeigen eine Enantiomerense-
lektivität (ee) für Styrol >98%. Jedoch unterscheidet sich die Biomasse beider Stämme in
ihrer speziﬁschen Aktivität (U/g der Zelltrockenmasse CDW) beachtlich (36). So konnte
für S -Styroloxid produzierende Pseudomonas putida S12 ein Umsatz von 200 U/g CDW
bestimmt werden. Dieser ist 40 mal höher als für den Stamm E3 (5 U/g CDW), wel-
cher Styrol bevorzugt in R-Styroloxid umwandelt. Bei dem Vergleich des Abbaus von
anderen Substanzen mit demselben Organismen fällt am Beispiel von 4-Chlorstyrol zu 4-
Chlorstyroloxid auf, dass die SMOs oft sehr unterschiedlich Substratspeziﬁtäten besitzen.
Pseudomonas putida S12 baut 4-Chlorstyrol zu ee von 37% ab, während bei Mycobacteri-
um sp. E3 ein ee von 98% vorliegt (33). Für die potentielle industrielle muss das System
auf ihrer Leistungsfähigkeit geprüft werden, um die Umsetzung der gewünschten Produkte
in möglichst hoher Reinheit gewährleisten zu können.
Neben der Gewinnung von verschiedenen Epoxiden ist die Reinigung von styrolhaltigen
industriellen Abgasen ein Sektor für den Einsatz von styrolabbauenden Organismen. Für
die Entwicklung von kostengünstigen Bioﬁltern werden unterschiedliche mikrobiologische
1nach der Nomenklatur von C. Conrad StyAxB (8)
2nach der Nomenklatur von C. Conrad StyAHxB (8)
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Mischkulturen auf Torf oder anderen preiswerten Materialien angezogen. Die Abgase wer-
den durch diese Filter geleitet und gereinigt (33).
1.3 Strategien des Protein-Engineering
1.3.1 Arbeitsmethoden zur Veränderung von DNA
Das wissenschaftliche Interesse sowie kommerzielle Gründe haben in den letzten Jahren
zu Methoden geführt, mit deren Hilfe Enzyme durch Manipulation ihrer Gene ihren Ei-
genschaften optimiert werden können. Methoden zur Veränderung von DNA lassen sich
in drei Kategorien unterteilen:
• artspeziﬁsche Mutagenese (site-directed mutagenesis)
• ungerichtete Mutagenese (undirected mutagenesis)
• Rekombination
Im Rahmen der artspeziﬁschen Mutagenese (site-directed mutagenesis), werden speziﬁ-
sche Positionen in einer DNA-Sequenz ausgetauscht. Dabei werden einzelne Basen mittels
mutagener Primer im Rahmen einer PCR gezielt ersetzt.
Bei der ungerichteten Mutagenes werden Arbeitsvorgänge gewählt, die bei einer Verviel-
fältigung der DNA Fehler hervorrufen. Die dabei entstehenden Veränderungen in den
DNA-Sequenzen geschehen zufällig und unkontrolliert. Arbeitsverfahren, die in diesem
Fall verwendet werden, sind physikalische oder chemische Mutagene, Formen der Inserti-
on und Deletion sowie die error prone PCR (epPCR) (30). Im folgenden Kapitel soll auf
die epPCR näher eingegangen werden.
Bei der Rekombination werden direkt keine neuen DNA-Sequenzen geschaﬀen, sondern
bereits existierende, auf verschiedene Art, neu miteinander kombiniert. Die verbreitets-
ten Techniken auf diesem Gebiet sind das DNA-Shuing und der Staggered Extension
Process (30). Hierbei wird die DNA in einem PCR-Prozess mit sehr kurzen Extensions-
zeiten und speziﬁschen Primern ampliﬁziert. Die kurzen neu gebildeten Sequenzen dienen
in dem folgenden Schritt als Primer für neue DNA-Stränge elterlicher DNA. Die dabei
entstehenden Vermischungen des vorhandenen Erbgutes bringen neue bzw. veränderte
Eigenschaften hervor (54), ähnlich der sexuellen Rekombination.
1.3.2 Error prone PCR
Allgemeines Methodik in einer error prone PCR
In den letzten Jahren ist die Bedeutung von Enzymen mit einer höheren Leistungsfähig-
keit (z. B. gesteigerte Enantio-/Regioselektivität und/oder höhere Stabilität) gegenüber
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den natürlichen vorkommenden Formen immer stärker gestiegen. Dazu werden natürliche
Enzyme immer weiter verändert, um die Eﬀektivität zu erhöhen und sie in wirtschaftlichen
Sektoren zu etablieren. Mit Hilfe von Enzymen lassen sich teils komplexe Reaktionen unter
milderen Bedingungen durchführen und aufwändige chemische Verfahren können ersetzt
oder verbessert werden.
Eine der Methoden, die häuﬁg verwendet wird, um genetisches Material zu verändern, ist
die error prone (fehlerbehaftete) Polymerase-Kettenreaktion (epPCR). Sie wird vor allem
angewandt, wenn Informationen zu Struktur-Wirkungszusammenhängen fehlen (30). Als
Grundlage dient die klassische PCR, die zur Vervielfältigung von DNA-Abschnitten an-
gewendet wird (43). Das Protokoll der epPCR unterscheidet sich in nur wenigen Punkten
von der Standard Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) (PCR), und
soll im Folgenden beispielhaft gegenübergestellt werden (Tabelle 1.2). Ziel der epPCR ist
die Veränderung einzelner Basenpaare einer bekannten Desoxyribonucleinsäure (DNA)-
Sequenz durch fehlerhaften Baseneinbau. Dabei geschehen diese Einbaufehler zufällig und
können nicht speziﬁsch kontrolliert werden. Durch die Zugabe des veränderten Verhält-
nisses der dNTPs ist die Wahrscheinlichkeit höher, dass dNTPs, welche mit größeren
Konzentrationen im PCR-Ansatz vorhanden sind, öfter eingebaut werden.
Tabelle 1.2: Vergleich der Zusammensetzung einer Standard-PCR und einer epPCR nach (7)
Komponente PCR eqPCR
MgCl2 1,5 mM 7 mM
MnCl2 - 0,5 mM
KCl 50 mM 50 mM








pro Primer 0,3 mM 0,3 mM
Taq Polymerase 2,5 unit 5 unit
Der Ampliﬁzierungsprozess erfolgt in der epPCR analog dem der PCR mit meist 30 Zyklen
in einem Thermocycler (7). Die veränderten Konzentrationen bestimmter Bestandteile des
PCR-Mixes sind bedeutend auf die Ergebnisse der DNA-Vervielfältigung (vergl. Tabel-
le 1.2). Die Erhöhung des MgCl2 - Gehaltes führt zur Stabilisierung von nicht komple-
mentärer Basenpaare innerhalb des Ampliﬁzierungsprozesses und die Zugabe von MnCl2
verringert die Speziﬁtät der Taq-Polymerase bezüglich ihres Verhaltens zur Bindung an die
Matrize (7). In der Gegenwart von Mn2+, anstelle des in der Natur vorkommenden Mg2+,
und bei einem Überangebot einzelner Basen (meist Desoxyguanosintriphosphat (dGTP)
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und Desoxythymidintriphosphat (dTTP)) kommt es zu Fehlpaarungsraten bis zu einem
Nukleotid/Kilobase (30). Um einen Anbau von Basen außerhalb des Positionsversatzes
zu erhalten wird die Taq-Polymerase auf 5 Units erhöht (7). In der Nutzung von diesem
Protokoll kommt es zu einer Poissonverteilung der fehlerhaft eingebauten dNTPs, das
bedeutet, dass nicht alle der möglichen Basenaustausche mit gleicher Wahrscheinlichkeit
stattﬁnden. Bei der Anwendung von diesem Protokoll ist der Einbau von Thymin 50%
wahrscheinlicher als die der anderen drei Basen (7). Die meisten der Austauschreaktionen,
die mit dieser Methode beobachtet werden konnten, sind der Austausch von Adenin zu
Thymin und umkehrt. In wenigen Fällen wurde der Austausch von Cytosin zu Guanin
und andersherum registriert (7).
Um ein einfacheres Handling der epPCR zu ermöglichen, sind im Laufe der Zeit Kits zu
diesem Zweck auf dem Markt erschienen, die auf unterschiedlichen Strategien beruhen.
Das Clontech (Diversify PCR Random Mutagenesis Kit) nutzt die Taq-Polymerase mit
ihrer Fähigkeit zur Mutation in Gegenwart von Mn2+ und einen erhöhten dGTP-Gehalt
aus. Das Stratagene Kit (GeneMorph System) basiert auf einer anderen error prone Po-
lymerase und wird durch die Konzentration des Templats in ihrer Fehlerrate beeinﬂusst
(30).
Funktionsweise des GeneMorph II EZClone Domain Mutagenesis Kit
In dieser Arbeit wurde das Kit "GeneMorph II EZClone Domain Mugagenesis Kit"
(Stratagene) für die epPCR angewandt. Die Funktionsweise des Kits soll zum besseren
Verständnis der weiteren Arbeitsschritte kurz umrissen werden. Die Abbildung 1.4 stellt
den systematischen Ablauf der epPCR mit diesem Kit dar.
Der beginnende Schritt in diesem Kit ist die Herstellung von Megaprimern mit mutierter
Sequenz. Dazu werden von einem Plasmid mit integriertem Zielgeninsert mittels speziell
modiﬁzierten Primern (ep)PCR-Megaprimer gewonnen. Die Ampliﬁzierung läuft unter
Nutzung stark zu Fehler neigenden Mutazym II DNA Polymerase ab. Die nun fehler-
behafteten DNA-Sequenzen dienen in der folgenden EZClone Reaktion als Megaprimer
und werden mit dem Ausgangsplasmid und einer Polymerase mit sehr hoher Genauig-
keit genutzt um die Donor-DNA zu vervielfältigen. Im danach folgenden Schritt wird mit
dem Restriktionsenzym DpnI geschnitten, um das unmutierte elterliche Plasmid zu elimi-
nieren. Das nun übrig gebliebene mutierte Zielgen wird samt Plasmidrest in kompetente
E. coli Zellen transformiert und kann in weiteren Schritten selektiert und vervielfältigt
werden.
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Abbildung 1.4: Systematische Darstellung der Funktionsweise des GeneMorph II EZClone Do-
main Mutagenesis Kit
1.4 Arbeitsziele
Im Rahmen dieser Arbeit soll die Technik der error prone PCR etabliert werden. Die na-
türliche Zweikomponenten-Flavoprotein-Monooxygenase StyA1/StyA2B aus Rhodococcus
opacus 1CP und die künstlichen Fusionsproteine StyAL1B und StyAL2B aus Pseudomo-
nas ﬂuorescens ST sollen dabei in ihrer Leistungsfähigkeit verbessert werden.
Die Fähigkeit der Styrol-Monooxygenasen Indol zu Indigo, einen blauen Farbstoﬀ, umzu-
wandeln, bietet einen idealen Ausgangspunkt eines Aktivitätsscreenings. Dieser soll wäh-
rend der Arbeit entwickelt und optimiert werden, um nach der error prone PCR genetisch
veränderte Klone voneinander Unterschieden zu können.
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2 Material und Methoden
2.1 Bakterienstämme und Plasmide
In der Arbeit wurden die in Tabelle 2.1 dargestellten Bakterien und Plasmide verwendet.
Die chromosomale DNA von Rhodococcus opacus 1CP entstammte einer früheren DNA-
Präparation, angefertigt von D. Tischler, und war bereits vorhanden.
Tabelle 2.1: Verwendete Bakterien und Plasmide






Benzoat1, 4-Hydroxybenzoat1, 3-Chlorbenzoat1, Phenol1,
4-Chlorphenol1, 2,4-Dichlorphenol1, 2-Chlorphenol1,
3-Methylphenol1, 4-Methylphenol1, Phthalate1,
Isophthalate1, n-Alkane1 (C10-C16) und Styrol1
(12, 28)
E. coli DH5α
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2 nach der Nomenklatur von C. Conrad (8) styAxB
3 nach der Nomenklatur von C. Conrad (8) styAH4B
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Die künstlich fusionierten SMO-Gene styAL1B, styAL2B aus Pseudomonas ﬂuorescens ST
wurden von C. Conrad konstruiert und jeweils in den Vektor pET16bP zur Expression
eingebaut (8). Die Stämme Escherichia coli DH5α, E. coli BL21 und E. coli XL10 gold
dienten als Empfänger für Plasmide mit SMO-Genvarianten.
2.2 Kultivierungsmedien und -bedingungen
2.2.1 Kultivierungsmedien
Für die Kultivierung wurde als Grundlage das LB-Medium (lysogeny broth) in ﬂüssiger
und fester Form verwendet und setzt sich wie folgt zusammen:
LB-Medium Flüssig (40):
Es wurden 10 g Trypton, 10 g NaCl, 5 g Hefeextrakt in entionisiertem Wasser (dH2O)
gelöst, mit Natronlauge auf einen pH von 7,0-7,2 eingestellt, auf ein Endvolumen von
einem Liter aufgefüllt und autoklaviert.
LB-Medium Fest (40):
Die Basis bildete das LB-Flüssigmedium und zusätzlich erfolgte die Zugabe von 15 g Agar
auf einem Liter LB-Medium, das anschließend autoklaviert wurde.
Nach dem Autoklavieren wurden dem Medium unter verschiedenen Aspekten zusätzliche
Substanzen (Ampicillin, Chloramphenicol, Indol, IPTG und X-Gal) zugegeben. In Tabel-
le 2.2 ist die genaue Zusammensetzung und die Verwendung der Medien beschrieben.
Das Nährmedium wurde bezüglich NaCl-Gehalt und Variation verschiedener Additive
(IPTG, Thiamin (Fa. Fluka) und Riboﬂavin (Fa. Fluka)) (siehe Tabelle 2.3) optimiert, um
eine optimale SMO-Expression und Indigobildung zu gewährleisten. Dem LB-Festmedium
wurde zudem 1 mM Indol (in fester Form in das autoklavierte ca. 80◦C heiße Medium
zugegeben), 35 µg/ml Chloramphenicol (Fa. Fluka) und 100 µg/ml Ampicillin (Fa. Roth)
zugesetzt.
2.2.2 Kultivierungstemperaturen
Die Kulturen E. coli DH5α (pBSK_StyA1StyA2B) und (pBSK_StyA2B) wurden bei
37◦C und 30◦C bebrütet. Für E. coli BL21 (pET_StyAL2B) und (pET_StyAL1B) erfolgte
die Kultivierung bei 30◦C. LB-Platten wurden nach dem Anwachsen der entsprechenden
Klone über einen Zeitraum von bis zu 8 Wochen bei 4◦C eingelagert.
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E. coli BL21 (pET_StyAL2B) und
(pET_StyAL1B)
∗ für E. coli BL21 (pET_StyAL2B) wurde ein IPTG-Zusatz von 0 - 1 mM getestet, vergl. Tabelle 2.3
Einzelne Klone wurden auf die Fähigkeit zur Indigobildung, die auf SMO-Expression
schließen lässt, auch in Flüssigmedium untersucht. Diese Experimente wurden im Schika-
nekolben bei Raumtemperatur durchgeführt.


















√ √ √ √
5 g/l NaCl
√ √ √ √
5 g/l NaCl + Riboﬂavin
√ √ √ √
5 g/l NaCl + Thiamin
√ √ √ √
10 g/l NaCl
√ √ √ √
*enthielten zudem 15 g/l Agar, 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt,
1 mM Indol, 35 µg/ml Chloramphenicol, 100 µg/ml Ampicillin
2 Material und Methoden 16
2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
2.3.1 Primer und Primerdesign
Die Primer zur Ampliﬁkation der Styrol-Monooxygenasen styA2B und styA1/styA2B aus
R. opacus 1CP wurden für diese Experimente neu designt (vergl. Tabelle 2.4). Für die
SMOs der Fusionsproteine styAL1B und styAL2B wurden die bereits vorhandenen Primer
SA-VLB120-fw (8) und S-StyB-ST-rev (8) verwendet. Für weitere Experimente erfolgte
eine Modiﬁzierung der Primer zu stya-vlb120-fw und pet16bP-241-263 (Tabelle 2.4). Um
die ampliﬁzierten Genfragmente für weitere Experimente zugänglich zu machen, wurden
Restriktionsschnittstellen in die Primer beim Design eingefügt (vergl. Tabelle 2.4). Alle
verwendeten Primer fertigte die Firma Euroﬁns MWG Operon an.
Die lyophilisierten Primer (Fa. Euroﬁns MWG Operon) wurden mit sterilem H2O auf eine
Konzentration von 100 µM eingestellt. Für die PCR wurde diese Stammlösung auf 20 µM
verdünnt bzw. für die epPCR auf 125 ng/µl eingestellt.
Tabelle 2.4: In dieser Arbeit verwendete Primer und deren Restriktionsschnittstellen



























CAT ATG AAA AAG CGT ATC G NdeI (8)




GGT CGT CAT ATG AAA AAG CGT ATC G NdeI
diese
Arbeit
pet16bP-241-263 CAG CCA ACT CAG CTT CCT TTC G
diese
Arbeit
∗ die markierten Basen geben die auf selbe Weise markierten Enzymschnittstellen an
2.3.2 Standard-PCR
Für die Ampliﬁkation unterschiedlicher Gene setzte sich ein 100 µl-PCR-Ansatz wie folgt
zusammen:
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Volumen Konzentration
10 µl 1x 10 x PCR Puﬀer (Fa. Fermentas)
x µl 50 bis 1000 ng Templat-DNA
2,4 µl 0,48 µM vorwärts Primer (20 µM)
2,4 µl 0,48 µM rückwärts Primer (20 µM)
10 µl 0,2 mM dNTP Mix (2 mM) (Fa. Fermentas)
0,5 µl 1,25 U DreamTaq-Polymerase (2,5 U/µl) (Fa. Fermentas)
5 µl 5% DMSO (wahlweise)
0,5 µl 0,1 mg/ml BSA (20 mg/ml)(wahlweise)
x µl - dH2O bis zu einem Endvolumen von 100 µl
Alle Arbeitsschritte bis zum Start der PCR wurden auf Eis ausgeführt. Bei der Verwen-
dung einer Negativkontrolle wurde anstatt Templat-DNA steril ﬁltriertes Wasser zugege-
ben. Für die Ermittlung der optimalen Annealingtemperatur ist ein Ansatzvolumen von
12 bis 25 µl gewählt worden.
In der Tabelle 2.5 sind die Programme für die Ampliﬁkation in dem Thermocycler (T1
Thermocycler, Fa. Biometra) aufgeführt. Die Optimierung der Annealingtemperatur er-
folgte mittels eines Temperaturgradienten von 50◦C bis 68◦C in einem Gradienten-Thermo-
cycler (TGradient, Fa. Biometra).
Tabelle 2.5: Verwendete PCR Temperatur-Programme
Schritt Temperatur Dauer Wiederholungen
Gradienten - PCR
Denaturierung 95◦C 2 min 30 sec -
Denaturierung 95◦C 30 sec
︸︷
︷︸ 30xAnnealing 50-68◦C 30 sec
Elongation 72◦C 1 min/kB
Elongation 72◦C 5 min -
Ende 15◦C - -
Allgemeine PCR
Denaturierung 95◦C 2 min -
Denaturierung 95◦C 30 sec
︸︷
︷︸ 30xAnnealing Tabelle 3.3 30 sec
Elongation 72◦C 1 min/kB
Elongation 72◦C 10 min -
Ende 15◦C - -
2.4 Fehlerbehaftete Polymerase-Kettenreaktion (epPCR)
Die Erzeugung veränderter (mutierter) DNA-Fragmente mit der error prone PCR nach
dem GeneMorph II EZClone Domain Mutagenesis Kit setzte sich aus drei Teilschritten
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zusammen. Das Protokoll des Kits ist im Kapitel 1.3.2 detailliert beschrieben. Danach
wurde in dieser Arbeit verfahren.
2.4.1 Synthese der mutagenen Megaprimer
Der erste Schritt ist die Synthese der mutagenen Megaprimer. Der mutagener Megaprimer
ist das fehlerhaft ampliﬁzierte Gen. Der 50 µl-Ansatz für die PCR setzte sich folgender-
maßen zusammen:
Volumen Konzentration
5 µl 1x 10x Mutazym II Reaktionspuﬀer
y µl 1000 ng Templat
1 µl 125 ng/µl vorwärts Primer (vergl. Tabelle 2.4)
1 µl 125 ng/µl rückwärts Primer (vergl. Tabelle 2.4)
1 µl 0,8 mM dNTP Mix (40 mM)
1 µl 2,5 Mutazym II DNA Polymerase (2,5 U/µl)
x µl - dH2O bis zu einem Endvolumen von 50 µl
Nach der Beschreibung des GeneMorph II EZClone Domain Mutagenesis Kit kann die
eingesetzte Templat-DNA-Menge zwischen 100 und 1000 ng pro PCR-Ansatz variieren.
Der für diese Experimente gewählte Ansatz der epPCR betrug 1000 ng. Damit ist mit einer
geringen Mutationsrate zu rechnen (45). Die PCR lief nach der in Tabelle 2.6 dargestellten
Reihenfolge im Thermocycler (T1 Thermocycler, Fa. Biometra) ab.
Tabelle 2.6: Verwendete PCR-Temperatur-Programme nach Empfehlung des GeneMorph II
EZClone Domain Mugagenesis Kits
Schritt Temperatur Dauer Wiederholungen
Megaprimersynthese
Denaturierung 95◦C 2 min
Denaturierung 95◦C 30 sec
︸︷
︷︸Annealing Tabelle 3.3 30 sec 30x
Elongation 72◦C 1 min/kB
Elongation 72◦C 10 min
Ende 15◦C -
EZClone Reaktion
Denaturierung 95◦C 1 min
Denaturierung 95◦C 50 sec
︸︷
︷︸Annealing 60◦C 50 sec 25x
Elongation 68◦C 1 min/kB
Ende 15◦C mindestens 2 min
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Nach der PCR erfolgte die Bestimmung der Produktausbeute mittels Gelelektrophorese
(Kapitel 2.6). Die Ausbeute wurde entweder direkt über das Agarosegel und Bandeninten-
sität im Vergleich zum Marker oder mittels Nanodrop von der aufgereinigten Präparation
bestimmt (Kapitel 2.6, 2.7, 2.8).
2.4.2 EZClone Reaktion
Die EZClone Reaktion ist der zweite Schritt in diesem Verfahren. In diesem Schritt wurde
mittels Megaprimer und der parentalen DNA (Plasmid) linearisierte Plasmide erzeugt.
Diese PCR lief nach dem in Tabelle 2.6 beschriebenen Programm ab und setzte sich wie
folgt zusammen:
25 µl 2xEZClone Enzym Mix
50 ng Templat Plasmid
500 ng Megaprimer
3 µl EZClone Solution
x µl dH2O bis zu einem Endvolumen von 50 µl
An diesen PCR-Schritt schließt sich der Verdau der elterlichen DNA an. Dazu wurde 1 µl
des Restriktionsenzyms Dpn I (10 U/µl) zugegeben und zwei Stunden bei 37◦C inkubiert.
Der verdaute Ansatz wurde direkt in eine Transformation eingesetzt.
2.4.3 Transformation
Die Transformation der EZClone Reaktion erfolgte nach der Anleitung des GeneMorph II
EZClone Domain Mutagenesis Kits in E. coli XL10-Gold Zellen und unterscheidet sich
nicht wesentlich von dem der Transformation in kompetente E. coli BL21 oder DH5α
Zellen (vergl. Kapitel 2.12). Die im Kit enthaltenen XL10-Gold Zellen wurden auf Eis
aufgetaut und davon 45 µl in vorgekühlte 14 ml Falcotubes überführt. Es folgte die Zu-
gabe von 2 µl des XL10-Gold β-Mercaptoethanol Mixes und es wurde zwei Minuten
vorsichtig geschüttelt. Danach wurde der Ansatz zehn Minuten auf Eis inkubiert und
anschließend weitere zwei Minuten vorsichtig geschüttelt. Dann erfolgte die Zugabe von
1,5 µl des DpnI-verdauten DNA der EZClone Reaktion unter vorsichtigen Schütteln und
einer sich anschließenden Inkubation von 10 Minuten auf Eis. Ein Hitzeschock von 30 Se-
kunden bei 42◦C im Wasserbad und eine sofortige Lagerung des Reaktionsgefäßes für zwei
Minuten auf Eis schließt sich an. Im Weiteren wurden 0,5 ml der vortemperierten NZY+-
Medium (Zusammensetzung siehe unten) zugegeben und bei 37◦C eine Stunde unter
Schütteln (225-250 rpm) inkubiert. Es folgte die Ausplattierung des Transformationsan-
satzes auf LB-Nährmedien, dessen Zusammensetzungen Tabelle 2.2 und die Inkubations-
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bedingungen dem Kapitel 2.2.1 zu entnehmen sind.
NZY+-Medium:
Es wurden 8 g Caseinhydrolysat , 4 g Hefeextrakt und 4 g NaCl in entionisiertem Wasser
gelöst, mit NaOH auf einen pH von 7,5 eingestellt, auf 800 ml aufgefüllt und autoklaviert.
Danach erfolgte eine sterile Zugabe von 10 ml 1 M MgCl2, 10 ml 1 M MgSO4 und 10 ml
2 M Glucose.
2.4.4 Modiﬁzierung des Protokolls des EZClone Reaktion Schrittes
Der Schritt zur Auﬀüllung des Plasmidringes an den Megaprimer (vergl. Kapitel 1.3.2)
wurde mit den Polymerasen: Taq (Fa. Fermentas), DreamTaq (Fa. Fermentas), Pfu (Fa.
Fermentas) und Phusion (Fa. Finnzymes) (Puﬀer 5 x Phusion GC Puﬀer) zusätzlich durch-
geführt. Die PCR setzt sich dabei analog der im Kapitel 2.3.2 beschrieben Standart PCR
zusammen. Die zu den Polymerasen mitgelieferten Puﬀer wurden eingesetzt.
2.5 Aufreinigung von PCR-Produkten aus der Lösung
Die Aufreinigung von PCR-Produkten aus der Lösung erfolgte mit dem Wizard SV Gel
and PCR Clean-up System (Fa. Promega) nach der Anleitung des Händlers. Die gerei-
nigten PCR-Produkte wurden ﬁnal in 50 µl dH2O aufgenommen und bei -20◦C gelagert.
2.6 TAE-Agarose-Gelelektrophorese
Zur Größenbestimmung der PCR-Produkte wurden 1% (w/v) Agarose-Gele (Agarose, Fa.
GERBU Biotechnik GmbH) mit 1 x Tris-Acetat-EDTA-Puﬀer (TAE) (40) hergestellt. Zur
Auftrennung der PCR-Fragmente wurden die zu untersuchenden Proben mit 0,1 Volumen-
anteil 10 x Gel-Loading Puﬀer Typ I (40) gemischt und in die Taschen des Gels geladen.
Zur Abschätzung der Größenverhältnisse wurde der Größenstandard O'Gene Ruler 1kb
(Fermentas) zu Kontrolle mitgeladen. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte bei 80 V
in 1 x TAE Puﬀer für 45 Minuten bis 90 Minuten.
Für eine Auswertung der Gele wurden diese 3-4 Minuten in Gegenwart von Ethidiumbro-
mid (1,12 µg/ml) gefärbt und anschließend in Wasser entfärbt. Die Betrachtung erfolgte
unter UV-Licht bei 312 nm und wurde mittels eines Geldokumentationssystems (Hard-
ware: Chemigenius Biomaging System, Fa. Syngenem, Software: GeneSnap, Fa. Syngene)
aufgezeichnet.
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War eine DNA-Extraktion aus Agarosegelen beabsichtigt, so wurden diese ca. 20-40 Minu-
ten in Gegenwart von SYBR-Gold (1x)(Fa. Invitrogen) gefärbt und auf einem Blaulicht-
Tisch bei 470 nm (Fa. biostep GmbH, Bioview Transilluminator) betrachtet. Produkte
der gewünschten Größe wurden mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und an-
schließend konnte die DNA extrahiert werden.
50 x TAE-Puﬀer (40):
Es wurden 242 g Tris-Acetat, 57,1 ml Eisessig und 100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) in einem
Liter entionisiertem Wasser gelöst.
10 x Gel-loading Puﬀer Typ I (40):
0,1125 g Xylencyanol, 0,1125 g Bromphenolblau, 22,5 ml 0,5 M EDTA pH 8 und 22,5 ml
Glycerin wurden miteinander gemischt und bei 4◦C gelagert.
2.7 DNA-Extraktion aus Agarosegelen
Die ausgeschnittenen Gelfragmente wurden mit Hilfe des Easy Pure DNA Puriﬁcation
Kits (Fa. Biozym Scientiﬁc) entsprechend der Anleitung des Herstellers aufgereinigt. Das
gereinigte Produkt wurde in 20 µl dH2O aufgenommen und bei -20◦C gelagert.
2.8 Bestimmung der DNA-Konzentration
Die Abschätzung der DNA-Konzentration der aufgereinigten DNA-Extraktion aus Aga-
rosegelen bzw. aus Plasmidpräparationen (vergl. Kapitel 2.13) erfolgte mittels Nanodrop
(Hardware: Nano Drop ND 1000n Spectophotometer, Fa. peq Lab Biotechnologie GmbH,
Software: ND 1000 V3.5.2). Hierbei wurde die Absorption bei 260 nm von 1 µl der in
dH2O aufgenommenen DNA gemessen.
2.9 Restriktionsverdau von DNA
Die Kontrolle der Insertgröße und Orientierung in den konstruierten Plasmiden erfolgte
mittels Restriktionsverdau. So konnten auch mittels Doppelverdau (2 Enzyme gleichzeitig
bzw. hintereinander) DNA-Fragmente oder PCR-Produkte für weiter Klonierungsvorha-
ben vorbereitet werden. Der 20 µl-Ansatz eines Einfachverdaus setzte sich folgendermaßen
zusammen (der entsprechende Puﬀer wurde der Anleitung zu dem entsprechenden Enzym
entnommen (Fermentas)):
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Volumen Konzentration
2 µl 1x Puﬀer (Fa. Fermentas)
y µl ∼ 100 ng Templat-DNA
0,4 µl 4 U Enzym (Fa. Fermentas)
x µl - dH2O bis zu einem Endvolumen von 20 µl
Der Einzelverdau wurde mit einem Ansatzvolumen von 20 µl mit den Enzymen HinDIII,
KpnI, NdeI, NotI, DpnI meist zur Linearisierung des Plasmides und bei der Verwendung
von DpnI zum Verdau elterlicher DNA (vergl. 2.4) durchgeführt. Der Restriktionsverdau
wurde bei 37◦C für 3 Stunden oder über Nacht inkubiert. Der Abbruch des Verdaus
erfolgte durch direkten Einsatz der Probe bei einer Gelelektrophorese oder über eine 20-
minütige Temperaturbehandlung bei 80◦C.
In Analogie zum Verdau mit einem Enzym wurden auch Doppelverdaue angesetzt (siehe
Tabelle 2.7).
Tabelle 2.7: Enzyme im Doppelverdau und die verwendeten Puﬀer
Enzym 1 Menge Enzym 2 Menge Puﬀer
NdeI 4 U NotI 4 U Orange
HinDIII 10 U XbaI 5 U Tango
KpnI∗ 4U NdeI 4 U Unique∗, Orange
Ansatzvolumen: 20 µl, ∗ mit Natrium-Acetatfällung (40),
da ein direkter Doppelverdau nicht möglich
2.10 Ligation
Für das Zusammenfügen eines mit Restriktionsenzymen geschnittenen Plasmids und den
analog behandelten Ampliﬁkations- bzw. Plasmidverdau-Produkten, wurde eine Ligation
nach folgendem Ansatz durchgeführt und für 3 Stunden oder über Nacht bei Raumtem-
peratur inkubiert:
3 µl verdauter Vektor
5 µl verdautes Ampliﬁkationsfragment
1 µl 10 x Ligasepuﬀer
1 µl T4-DNA-Ligase (5 U) (Fa. Fermantas)
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2.11 Herstellung von kompetenten Zellen (E.coli DH5α, E. coli
BL21)
2.11.1 Chemisch kompetente Zellen nach der CaCl2-Methode (42)
Von einer über Nacht angezogenen 3 ml Kultur in LB-Medium wurden 100 bis 300 µl
steril in einen 100 ml Schikanekolben mit 10 ml LB-Medium überimpft und bei 30◦C
oder 37◦C für zwei bis drei Stunden inkubiert. Die folgenden Schritte wurden alle auf Eis
durchgeführt. Erreichte die Kultur eine OD500 nm zwischen 0,4 - 0,6 wurde der Ansatz
in ein auf Eis gelagertes Falcotube überführt. Dieser wurde bei 4◦C und 2.200 x g in
einer Zentrifuge mit Schwenkrotor (A-4-44) (Fa. Eppendorf, Centrifuge 5804 R), 6 min
zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml eiskalter 0,1 M
CaCl2-Lösung durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren resuspendiert und in ein auf Eis
gelagertes 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Diese Suspension wurde bei 4◦C
mit 2.200 x g für eine Minute zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet in
200 µl 0,1 M CaCl2-Lösung durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Diese Zellsus-
pension wurde für Hitzeschock-Transformationen eingesetzt (vergl. Kapitel 2.12).
2.11.2 TOP10 chemischkompetente Zellen
Alle verwendeten Glas- und Plastikgeräte wurden zu dreiviertel mit entionisiertem Wasser
gefüllt und autoklaviert, um Kontamination mit Detergentien zu minimieren. Die Vorkul-
tur der Zellen wurde über Nacht in 3 ml SOB-Medium bei 37◦C (E.coli DH5α) oder 30◦C
(E. coli BL21) kultiviert. Mit 1 ml Vorkultur wurde ein mit 250 ml SOB-Medium gefüllter
ein Liter Schikanekolben angeimpft und bei Raumtemperatur bis zu einer OD600 nm von
0,3 anwachsen gelassen. Die Ernte der Zellen erfolgte durch 10 minütige Zentrifugation
bei 4◦C und 3.000 times g. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 80 ml eiskal-
tem CCMB80-Puﬀer resuspendiert. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis durchgeführt.
Die Einstellung der Probe auf eine OD600 nm von 1 - 1,5 gegenüber dem SOC-Medium
erfolgte mit eiskaltem CCMB80-Puﬀer. Die Suspension wurde aliquotiert zu 300 µl in
1,5-ml-Eppendorfgefäße und in ﬂüssigen Stickstoﬀ schockgefrostet und bei -80◦C gelagert.
CCMB80-Puﬀer :
Es wurde mit 10 mM Kaliumacetat, 80 mM CaCl2, 20 mM MnCl2 * 2 H2O, 10 mM
MgCl2 * H2O und 10% Glycerin, mit 0,1 M HCl auf einen pH von 6,4 eingestellt, auf
300 ml mit dH2O aufgefüllt, steril ﬁltriert und im Kühlschrank gelagert.
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SOB-Medium:
20 g Trypton, 5 g Hefe und 0,5 g NaCl wurden in ca. 750 ml entionisiertem Wasser gelöst,
mit 10 ml 250 mM KCl versetzt, auf pH 7 eingestellt und auf ein Endvolumen von einem
Liter mit entionisiertem Wasser gebracht und autoklaviert.
SOC-Medium:
Das SOB-Medium wurde mit steriler 20 mM Glucose und steriler 20 mM MgCl2 versetzt.
2.12 Transformation nach der Hitzeschock-Methode (19)
50 µl kompetente Zellen (frisch hergestellt oder unmittelbar auf Eis aufgetaut) und 5 µl
Ligationsansatz (alternativ: 1 - 5 µl Plasmidpräparation) wurden in einem 1,5- bzw. 2-
ml-Eppendorf-Reaktionsgefäß kurz durchmischt und 30 min auf Eis gestellt. Anschließend
wurde die Suspension 45 Sekunden bei 42◦C einem Hitzeschock (Wasserbad) ausgesetzt
und unmittelbar danach 5 min auf Eis gestellt. Es wurden 500 - 900 µl SOC-Medium
zugegeben und im weiteren Verlauf 60 bis 75 Minuten bei 37◦C unter Schütteln inkubiert.
Der Ansatz wurde in unterschiedlich großen Portionen (50 µl, 100 µl und der Rest) oder
aber in gleich großen Portionen (75 - 150 µl) auf LB-Festmedium (Kapitel 2.2) ausplattiert.
Die Platten wurden anschließende entsprechend des jeweiligen Zieles inkubiert.
2.13 Plasmidpräparation
Zur Gewinnung von Plasmiden aus Klonen von E. coli DH5α und BL21 wurden das
Flexi Prep Kit (Amersham Pharmacia Biotech) sowie das Genejet Plasmid Miniprep
Kit (Fermentas) eingesetzt. Die Isolation erfolgte aus Übernachtkulturen von jeweils 3 ml.
2.14 Bestimmung der Indigobildung durch Klone mit
mutmaßlicher SMO-Aktivität
Styrol-Monooxygenasen sind in der Lage neben Styrol auch analoge Verbindungen um-
zusetzen (33). So kann auch Indol von ihnen epoxidiert werden und das entstehende
Epoxid zerfällt spontan in Hydroxyindol und bildet an Luft den blauen Farbstoﬀ Indi-
go durch spontane Dimerisierung (27). So kann SMO-Aktivität in Nährmedium durch
Indigobildung quantiﬁziert werden. Im Komplexmedium kann durch eine Tryptophanase
des Wirtstammes auch Indol aus Trypthon gebildet werden. Zusätzlich kann Indol dem
Medium beigemischt werden.
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2.14.1 Abschätzung der Indigobildung durch Augenschein
Die Indigoblaufärbung von Transformanten auf Festmedium wurde durch den visuellen
Eindruck bestimmt. Dazu erfolgte die Betrachtung der Kolonien und die Abschätzung der
Blaufärbung im eigenen Ermessen durch den Vergleich von Klonen zueinander. Neu ent-
standene Kolonien besaßen eine durchsichtige bis weiß-gelbliche Färbung. Ab Erreichen
einer bestimmten Indigoproduktion in der Zelle, bekamen die Transformanten einen bläu-
lichen bis gräulichen Schimmer, der sich von Innen aus der Kolonie erkennen ließ. Eine
derart gefärbte Kolonie ist in Abbildung 2.2 zu sehen. Mit bloßen Augen lässt sich die
Blaufärbung vor allem im Vergleich mit ungefärbten Zellen leicht erkennen. Eine ideale
Platte mit nur indigoblauen Klonen ist in Abbildung 2.1 dargestellt.
Abbildung 2.1: Platte mit E. coli BL21
(pET_StyAL2B) indigo-
blauen Klone




Deutlich zu sehen ist die
beginnene Färbung aus der
Mitte heraus.
2.14.2 Quantiﬁzierung der Indigobildung mittels
UV/Vis-Spektrophotometrie
Die Bestimmung des Absorptionskoeﬃzienten von Indigo erfolgte mittels Kalibrations-
gerade. Indigo ist in DMSO bis zu ∼ 0,7 mM löslich (11). Der Reinheitsgrad des syn-
thetischen Indigos entsprach 95 %. Für die Einwaage wurde der Verunreinigungsgrad mit
beachtet. Zur Bestimmung der Kalibrationsgerade wurde eine 0,5 mM Indigostammlösung
in DMSO hergestellt. Sie wurde für die UV/Vis-Messung (Pharmacia Biotech ultraspec
100 bzw. Hardware: UV-Visable Spectrosphotometer, Cary 50 Bio Varian, Software: Ca-
ry WinUV Advanced Read, Simple Read, Scan) entsprechend mit DMSO verdünnt. Die
Extinktionsmessung erfolgte mittels verdünnter Stammlösung im Konzentrationsbereich
2 Material und Methoden 26
von 0,5 µM bis 70 µM. Zur Bestimmung der Absorptionsmaxima wurde ein Absorptions-
spektrum über einen Bereich von 300-750 nm aufgenommen.
2.14.3 Quantiﬁzierung der Indigobildung aus Flüssigkulturen
Mit folgendem Experiment erfolgte die Bestimmung des Indolumsatzes von SMOs zu
Indigo über einen zeitlichen Verlauf.
Die Bakterien wurden in einer 3 ml Vorkultur (LB-Medium versetzt mit 100 µg/l Ampi-
cillin und 35 µg/l Chloramphenicol) angezogen, mit 20 µl eine weitere 50 ml Vorkultur auf
LB-Medium (unter Zusatz von 100 µg/l Ampicillin und 35 µg/l Chloramphenicol) ange-
impft und über Nacht bei 30◦C, unter schütteln, inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte das
Ernten der Vorkultur durch Zentrifugation (15◦C, 2200 × g , 10 Minuten). Die Resuspen-
sion des Zellpellets erfolgte in 6 ml LB-Medium. Die Zugabe der Zellsuspension erfolgte in
50 ml LB-Medium, mit 1 mM Indol, 100 µg/ml Ampicillin und 35 µg/ml Chlorampheni-
col versetzt, in einem 500 ml Schikanekolben bis zu einer OD500nm von 0,6 unter stetigem
Schütteln. Nach dem Einstellen der OD erfolgte die Induzierung mit 0,25 mM IPTG. Die
Probennahme von 0,5 ml erfolgte stündlich. Von der Probe erfolgte die Bestimmung der
optischen Dichte am UV/Vis-Spektrometer (vergl. Kapitel 2.14.2), bei einer Wellenlänge
von 500 nm. Die vollständige Probe wurde anschließend bei Raumtemperatur, 16.000 × g,
5 Minuten zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Zellpellet in 1 ml DMSO aufge-
nommen (zum Teil mit mehr DMSO verdünnt), vollständig resuspendiert und 5 Minuten
inkubiert. Der Ansatz wurde 2 Minuten bei 16.000 × g zentrifugiert und der Überstand
für die Extinktionsmessung bei 620 nm genutzt.
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3 Ergebnisse
3.1 Versuche der error prone PCR von StyA2B aus Rhodococcus
opacus 1CP
Die außerordentlich geringe speziﬁsche Oxygenierungsaktivität des Fusionsproteins
StyA2B aus R. opacus 1CP machte den Oxygenaseanteil des Proteins StyA2 zu ei-
nem geeigneten Kandidaten für Optimierungsversuche im Rahmen der error prone PCR.
Mutanten mit höherer Styrol-Oxygenaseaktivität sollten durch ihre gesteigerte Fähigkeit
zur Indol-Oxidation identiﬁziert werden. Diese äußert sich durch eine schnellere und stär-
kere Bildung von blauem Indigo durch entsprechende Kolonien auf tryptophanhaltigem
Komplexmedium. Voraussetzung hierfür ist aber die Expression des löslichen Proteins,

























… E. coli DH5αmit 
korrektem Geninsert nach 
Blau-Weiss-Screening
… E. coli DH5αmit Vektor 
nach Blau-Weiss-Screening
… Primer
Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Vorgehensweise zur Isolation des Genfragmentes
styA2B aus chromosomaler R. opacus 1CP-DNA und deren weitere Nutzung.
Selbiges vorgehen wurde für das Gen-Set styA1/styA2B angewandt (vergl. Ka-
pitel 3.2).
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3.1.1 Isolation von Templat-DNA und Durchführung der error prone PCR
Die Gewinnung der für die epPCR notwendigen Templat-DNA des Gens styA2B aus
R. opacus 1CP erfolgte zu Beginn durch eine gewöhnliche PCR (vergl. Kapitel 2.3) unter
Verwendung genomischer DNA des Stammes 1CP und der Primer KStyA2B_F_HinDIII
(Vorwärtsprimer) und KStyA2B_R_XbaI (Rückwärtsprimer) (Tabelle 2.4, 2.5). Die Op-
timierung der Annealingtemperatur der Primer erfolgte mittels Gradienten-PCR im Tem-
peraturbereich 50 - 68◦C. Das Produkt mit der erwarteten Größe von ∼ 1.700 Basen-
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Abbildung 3.2: Bestimmung der optimalen Annealingtemperatur für die Primer
KStyA2B_F_HinDIII und KStyA2B_R_XbaI zur Ampliﬁkation des
Gens styA2B aus chromosomaler DNA von R. opacus 1CP
Es wurde mittels Gelelektrophorese aufgereinigt (Kapitel 2.6, 2.7) und mit den Enzy-
men HindIII und XbaI geschnitten (Kapitel 2.9). Das geschnittene Genfragment wur-
de mittels eines Gels gereinigt und in den mit denselben Enzymen geschnittenen und
gelgereinigten Vektor pBluescript KS(+) ligiert (pBSK_StyA2B). Die Transformation
erfolgte in kompetente E. coli DH5α Zellen (Kapitel 2.11, 2.12)(vergl. Abbildung 3.1).
Der Transformationsansatz wurde auf ampicillinhaltigem LB-Medium in Gegenwart von
2 mM X-Gal und 0,2 mM IPTG ausplattiert. Die im Rahmen des Blau-Weiss-Screenings
erhaltenen inserthaltigen farblosen Klone wurden zur weiteren Plasmidisolation genutzt
(Kapitel 2.13) und darüber hinaus einem Screeningtest auf Expression von aktivem St-
yA2B unterzogen (3.1.2). Eine Plasmidpräparation von pBSK_StyA2B (Kapitel 2.13)
wurde als Templat für eine epPCR mit Hilfe des kommerziellen GeneMorph II EZClone
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Domain Mutagenesis Kits eingestzt (Kapitel 2.4). Die fehlerbehaftete PCR lieferte dabei
ein PCR-Produkt der gewünschten Größe von ca. 1.700 Bp (vergl. Abbildung 3.3), welches
als Megaprimer für die Vervollständigung des Vektors im Rahmen einer zweiten PCR mit



























































Abbildung 3.3: TAE Agarose Gel mit dem Genfragment styA2B, welches mittels error prone
PCR veränderte wurde. Die Templat-DNA (pBSK_StyA2B) liegt in super-
coiled Form vor.
Die Transformation der vervollständigten und mutmaßlich in ihren styA2B -Insert ver-
änderten Plasmide erfolgte in die hochkompetenten E. coli XL10-gold-Zellen des ver-
wendeten Kits. Der Transformationsansatz wurde direkt unter den Bedingungen eines
Indigo-Screenings ausplattiert (Kapitel 3.1.2).
3.1.2 Screening von Transformanden auf Fähigkeit zur Indol-Oxidation
Bereits vor Durchführung der eigentlichen epPCR wurden die zur Isolation der Templat-
DNA angezogenen Transformanden E. coli DH5α (pBSK_StyA2B) auf ihre Fähigkeit zur
Expression von aktivem StyA2B hin untersucht. Hierzu wurden farblose und demzufolge
inserthaltige Transformanden (Kapitel 3.1.1) auf ampicillinhaltigem LB-Festmedium in
Gegenwart von 1 mM Indol und 0,2 mM IPTG überimpft (Kapitel 2.2.1) und bei 37◦C
für 24 Stunden bebrütet. Anschließend wurden die Platten drei Tage bei Raumtempera-
tur und fortfolgend 20 Tage bei 4◦C gelagert. Nach 7 Tagen wurden einzelne Klone auf
LB-Platten (mit Ampicillin und Indol) gepickt, einen Tag bei 30◦C bebrütet und anschlie-
ßend bei 4◦C gelagert. Keine der auf diese Weise überprüfte mutmaßlich styA2B -haltigen
Transformanden zeigten innerhalb des Zeitraums eine eindeutige indigoblaue Färbung.
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Das Ausplattieren des Transformationsansatzes der epPCR auf dem gleichen Festmedi-
um (LB-Medium mit Ampicillin, Indol, X-gal und IPTG) lieferte ebenfalls ausschließlich
farblose Kolonien. Das Verhalten der Kolonien (313 Transformanden) wurde über einen
Zeitraum von 21 Tagen (24 Studen bei 37◦C anschließend bei 4◦C 20 Tage gelagert) ver-
folgt.
3.1.3 Herstellung und Aktivitätsscreening von E. coli DH5α pET_StyA2B
Das bisher untersuchte System des Plasmids pBSK_StyA2B in E. coli DH5α zeigte
kein aktives Protein (keine indigoblaue Klone). Es bestand die Annahme, dass das ge-
wählte Expressionssystem möglicherweise ungeeignet sei. Aus diesem Grund wurde der
Vektor pET16bP für die Expression von styA2B gewählt. Für dieses Vorhaben wurden
bereits beim Primerdesign für die Primer KStyA2B_F_HinDIII (Vorwärtsprimer) und
KStyA2B_R_XbaI (Rückwärtsprimer) Restriktionsschnittstellen eingeplant, die einen
Transfer in den Vektor pET16bP ermöglichen (vergl. Kapitel 3.1.1). Die Enzymschnitt-
stellen für NdeI und KpnI wurden so konstruiert, dass das gewünschte Genfragment
styA2B direkt aus dem Vektor pBluescript KS(+) ausgeschnitten werden konnte. Im Ex-
periment zeigte sich, dass die geplante KpnI-Schnittstelle im Rückwärtsprimer
KStyA2B_R_XbaI durch Fehler im Primerdesign nicht vorhanden war. Kurz hinter dem
eingebauten styA2B lag auf dem pBluescript eine NotI-Schnittstelle, welche für dieses
Problem genutzt werden konnte (vergl. Abbildung 3.4). Der pET16bP-Vektor wurde mit
denselben Enzymen (NdeI und NotI) geschnitten. Die Ligation erfolgte analog dem Ein-
bau von styA2B in den Vektor pBluescript (Kapitel 3.1.1). Die Transformation in E.
coli DH5α erfolgte auf ampicillinhaltige LB-Platten, versetzt mit Indol und IPTG. Sie
wurden bei 37◦C 2 Tage inkubiert und anschließend 14 Tage bei 4◦C gelagert. In dieser
Zeit wurden keine indigoblaue Kolonien beobachtet. Das deutet auf eine nicht vorhandene
Genexpression hin.
3.2 Versuche der error prone PCR von styA1/styA2B aus
Rhodococcus opacus 1CP
Durch das Ausbleiben einer positiven Indol-Indigo-Reaktion bei sämtlichen überprüften
styA2B -enthaltenden Klonen wurde vermutet, dass eine zu geringe Oxygenaseaktivität des
StyA2-Anteils des natürlichen Fusionsproteins hierfür verantwortlich ist. Zwar könnte ein
Mutationsereignis grundsätzlich zu einer signiﬁkanten Erhöhung der StyA2-Aktivität
führen und somit dessen Nachweis ermöglichen, allerdings kann das Ausbleiben jeglicher
Reaktion auch ganz andere Ursachen haben, welche unerkannt ein Gelingen der Optimie-
rung grundsätzlich vereiteln. Letzteres galt es in jedem Fall zu vermeiden. Daher wurde
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styA2B 
… styA2B aus R. opacus 1CP 
… Vektor pBluescript KS(+) 
… Primerstellen von 
KStyA2B_R_XbaI 
NdeI, NotI … Restriktionsschnittstellen 




KpnI … geplante 
Restriktionsschnittstellen 
Abbildung 3.4: Darstellung der geplanten Restriktionsschnittstellen in pBSK_StyA2B, welche
analog für pBSK_StyA1StyA2B gilt. Die KpnI-Schnittstelle wurde ursprüng-
lich Eingeplant, ist jedoch aufgrund von Fehlern im Primerdesign an dieser Stel-
le nicht aktiv Vorhanden. Die Vektoren pBSK_StyA2B/ pBSK_StyA1StyA2B
wurden daraufhin mit den Enzymen NdeI und NotI, welcher direkt auf dem
Vektor pBluescript II KS(+) liegt, geschnitten.
für die Etablierung der epPCR nach einem Oxygenasesystem gesucht, dessen Expressi-
on bereits aus dem Wildtypgen zu einer schwachen, aber eindeutig zu identiﬁzierenden
Indigoblaufärbung führt.
Jüngste Untersuchungen zu StyA2B aus R. opacus 1CP deuten auf eine wichtige Rolle
von StyA1, einer weiteren Styrol-Monooxygenase, deren Gen direkt stromaufwärts zu
styA2B lokalisiert ist (46, 47). Das System StyA1/StyA2B besitzt mit 0,24 U/mg ca.
12-mal so viel Oxygenaseaktivität wie das Fusionsprotein StyA2B allein. Eine Expression
beider Proteine sollte daher einen Nachweis von Indol-Oxidation wahrscheinlicher machen,
vorausgesetzt, eine ausreichende Bildung löslicher Proteine gelinge.
3.2.1 Durchführung der error prone PCR und Aktivitätsscreening von
StyA1/StyA2B in pBluescript KS(+)
Die unmittelbar benachbarte genetische Lokalisation von styA1 und styA2B in
R. opacus 1CP ermöglichte ihre gemeinsame Ampliﬁzierung aus der Gesamt-DNA des
Stammes 1CP. Hierzu wurde der bereits für styA2B verwendete Rückwärtsprimer
KStyA2B_R_XbaI mit einem neuen styA1 -speziﬁschen Vorwärtsprimer
KStyA1_F_HinDIII kombiniert (vergl. Tabelle 3.3). Die Gene styA1 und styA2B wei-
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sen zusammen eine Länge von ∼ 3.000 Basenpaaren auf. Die Ligation des gelgereinig-
ten und mit den Enzymen HinDIII und XbaI geschnittenen PCR-Fragments erfolgte in
den Vektor pBluescript KS(+) analog der Vorgehensweise für das Gen styA2B (Kapi-
tel 3.1.1, Abbildung 3.1). Die Transformation von pBSK_StyA1StyA2B erfolgte in E.
coli DH5α, welcher auf ampicillinhaltigen LB-Platten in Gegenwart von IPTG und X-
Gal bebrütet wurde. Die Inkubation der Transformanden wurde bei 37◦C für 24 Stunden
durchgeführt, anschließend erfolgte die Lagerung der Platten bei 4◦C. Zwei Tage nach der
Transformation wurden 12 farblose mutmaßlich inserthaltigen Kolonien auf LB-Platten
(mit 100 µg/ml Ampicillin, 0,2 mM IPTG und 1 mM Indol) überimpft. Diese Klone
wurden 24 Stunden bei 37◦C inkubiert und in den folgenden 20 Tagen bei 4◦C gelagert.
Nach ca. neun Tagen konnte bei einem Klon auf den indolhaltigen Platten eine leich-
te Graufärbung ausgemacht werden. Diese Graufärbung wurde zunächst als ein Zeichen
für Styrol-Monooxygenaseaktivität interpretiert. Im Vergleich zu diesem Klon wiesen die
restlichen 11 Klone nach 21 Tagen keine Farbveränderung auf. Nach wiederholtem Über-
impfen des grauen Klons auf dasselbe Medium und bei einer Inkubationstemperatur von
37◦C und 30◦C zeigte dies keine erneute Graufärbung. Die aus diesem Klon gewonnene
Plasmidpräparation (Kapitel 2.13) wurde in Folge als Templat für eine epPCR (Kapitel
2.4) verwendet, welche analog zu derjenigen von styA2B erfolgte (Kapitel 2.4, 3.1.1). Die
Transformation der veränderten styA1/styA2B -haltigen Plasmide erfolgte in die zum Kit
zugehörigen ultrakompetenten E. coli XL10 gold Zellen und wurde auf LB-Platten mit
100 µg/ml Ampicillin, 0,2 mM IPGT und 2 mM X-Gal ausplattiert und über Nacht bei
37◦C inkubiert. Am folgenden Tag wurden 1150 Transformanden auf ampicillinhaltige
Platten mit 1 mM Indol und 0,2 mM IPTG überimpft und bei 37◦C 2 Tage bebrütet.
Nach 24 Stunden konnten 67 Kolonien mit einem leichten Blauschimmer ausgemacht wer-
den (Kapitel 2.14.1). Nach weiteren 24 Stunden (insgesamt 2 Tagen) bei 37◦C war dieser
Blauschimmer nicht mehr vorhanden und die Platten wurden für die folgenden 19 Tage bei
4◦C gelagert. Nach dieser Zeit wurden keine Klone mit einer eindeutigen Proteinaktivität
des StyA1/StyA2B gefunden.
3.2.2 Durchführung des Aktivitätsscreening von StyA1/StyA2B in pET16bP
Bisher konnte von den Genen styA2B sowie der Kombination styA1/styA2B weder mit
Hilfe des Expressionssystems Vektors pBluescript KS(+)/ E. coli DH5α noch mit
pET16bP/ E. coli DH5α aktive Proteine erzeugt werden. Die Verbindung von
styA1/styA2B mit dem stärkeren Expressionssystem pET16bP wurde als weitere Mög-
lichkeit zur Erhaltung aktiver Proteine getestet. Das Vorgehen geschah analog der Ligation
von pET_StyA2B (Kapitel 3.1.3). Die Gene styA1/styA2B wurden aus
pBSK_StyA1StyA2B mit den Enzymen NdeI und NotI ausgeschnitten und in den mit
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denselben Enzymen geschnitten pET16bP-Vektor ligiert. Die Transformation von
pET_StyA1StyA2B erfolgte E. coli DH5α und wurde auf LB-Platten mit Ampicillin,
IPTG und Indol ausplattiert. Die Platten wurden bei 37◦C für 2 Tage inkubiert und an-
schließend erfolgte die Lagerung für 22 Tage bei 4◦C. In dieser Zeit wurde kein Klon mit
aktivem Protein, d.h. Klone mit blauer Färbung beobachtet.
3.3 Fusionsproteine StyAL1B und StyAL2B aus Pseudomonas
ﬂuorescens ST
Die Expression der Gene styA2B und styA1/styA2B zeigte keine Indigobildung. Eine
mögliche Ursache kann in der Bildung von Inclusion Bodies liegen, wie es bereits in der
Literatur beschrieben (46, 47) und in der vorangegangenen Arbeit deutlich wurde. Für
die Etablierung der error prone PCR sind Proteine, die ein farbiges Produkt bilden, ei-
ne gute Voraussetzung, um ein Screening durchführen zu können. Aus der Arbeit von
C. Conrad (8) gingen die Fusionsproteine StyAL1B1 und StyAL2B2 mit dem verlinkten
StyA und StyB aus Pseudomonas ﬂuorescens ST hervor (vergl. Kapitel 1.2.4). Sie wurden
nach dem Vorbild von StyA2B aus R. opacus 1CP geschaﬀen. In StyAL1B wurden die
Styrol-Monooxygenaseeinheit (StyA) und die FAD:NADH-Oxidoreduktase (StyB) direkt
aneinander gekoppelt während bei StyAL2B zwischen beiden Einheiten vier Histidinreste
eingebaut wurden. E. coli BL21 Klone mit den Gensequenzen der Fusionsproteine in
pET16bP-Vektoren nehmen eine indigoblaue Färbung an. In diesen Teil der Arbeit wur-
den erste Versuche über das Verhalten von StyAL2B nach einer Transformation durchge-
führt. Ein besonderes Augenmerk wurde auf die Optimierung des LB-Festmediums und
der Aussetzung von Transformanden an Luft gelegt. In der Literatur ist der Einﬂuss von
NaCl auf Proteinfehlfaltungen beschrieben (5). Mit steigendem NaCl-Gehalt kann der Bil-
dung von Inclusion Bodies entgegengewirkt werden. Dieser Einﬂuss auf Transformanden
sollte untersucht und weitere error prone PCR- Experimenten durchgeführt werden.
3.3.1 Optimierung der Zusammensetzung des LB-Mediums für das
Aktivitätsscreenings von pET_StyAL2B in E. coli BL21 nach einer
Transformation
Um ein Gefühl für die Handhabung von pET_StyAL2B nach der Transformation in
E. coli BL21 zu erhalten, wurden einige Testtransformationen durchgeführt. Diese er-
folgten mit Plasmidpräparationen (Kapitel 2.13) aus Übernachtkulturen von E. coli BL21
(pET_StyAL2B). Die Inkubation des Transformationsansatzes (Kapitel 2.12) von
1nach der Nomenklatur von C. Conrad StyAxB (8)
2nach der Nomenklatur von C. Conrad StyAHxB (8)
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pET_StyAL2B in E. coli BL21 auf LB-Platten mit 1 mM Indol, 100 µg/ml Ampicil-
lin, 35 µg/ml Chloramphenicol und 0,2 mM IPTG erfolgte 4 Tage bei 30◦C. Auf den
Platten konnten auch nach einer Wiederholung nur sehr wenige, zwischen 2 bis 5 Trans-
formanden pro Platte beobachtet werden. Bei der Wiederholung wurden zudem Platten
ohne IPTG verwendet. In diesen Fall konnten nach einem Tag bei 30◦C viele Transfor-
manden beobachtet werden und nach 2 Tagen bei 30◦C erste indigoblaue Kolonien. Bei
beiden Experimenten erfolgte eine Positivkontrolle durch das Plattieren einer Übernacht-
kultur von E. coli BL12 (pET_StyAL2B). In ihrem Fall wurde der Bakterienrasen nach
der Bebrütung bei 30◦C auf Platten mit IPGT-Zusatz innerhalb von 1,5 Tagen und ohne
IPTG innerhalb von 2-3 Tagen blau.
Tabelle 3.1: Einﬂuss verschiedener Medienzusammensetzungen sowie der An- und Abwesenheit











2,5 g/l NaCl 158 Kol. - - -
5 g/l NaCl 295 Kol. - - -
5 g/l NaCl + Riboﬂavin 241 Kol. - - -
5 g/l NaCl + Thiamin 1009 Kol. - - -
10 g/l NaCl 206 Kol. - - -
Kol.: Anzahl der angewachsenen Kolonien, -: kein Wachstum von Transformanden
* das Basismedium enthielt 15 g/l Agar, 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt,
1 mM Indol, 35 µg/ml Chloramphenicol und 100 µg/ml Ampicillin
Mit Hilfe dieser Erkenntnis erfolgte eine systematische Änderung der Nährmedienzu-
sammensetzung sowie der Gehalte des Induktors IPTG. Mit der Erhöhung des
NaCl-Gehaltes im Medium wurde zusätzlich erhoﬀt, die Neigung zur Expression von Inclu-
sion Bodies zu verringern. Es wurde bereits gezeigt, dass durch die Zugabe von NaCl in das
LB-Medium die Bildung von Inclusion Bodies reduziert wird (5). Die Zusammensetzung
des Kultivierungsmediums entsprach im wesentlichen der eines
LB-Mediums, in welchem allerdings der Gehalt an Kochsalz im Bereich 2,5 g/l bis 10 g/l
verändert wurde (regulärer Gehalt 5 g/l). Darüber hinaus wurde bei der NaCl-Konzen-
tration von 5 g/l zusätzlich Thiamin und Riboﬂavin zugesetzt. Der Zusatz von IPGT
erfolgt je Mediumsvariante in Konzentrationen von 0,2, 0,5 und 1 mM. Zusätzlich wurde
jeweils eine Kultivierung in Abwesenheit des Induktors (Tabelle 2.3) durchgeführt. Die
Durchführung der Transformation in E. coli BL21 erfolgt mit Hilfe einer Plasmidpräpa-
ration von pET_StyAL2B und wurde auf diesen Medien inkubiert. Die Beimpfung der
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Platten erfolgte aus einem einzigen Transformationsansatz des vierfachen der üblichen
Menge. Die Inkubation fand bei 30◦C statt. Platten, welche nach 2 Tagen bei 30◦C Kolo-
nien aufwiesen wurden bei 4◦C gelagerten, unbewachsene Festmedien wurden für weitere
4 Tage bei 30◦C bebrütet. War auch bis dahin kein Bewuchs zu verzeichnen, wurden sie
verworfen, ansonsten ebenfalls bei 4◦C gelagert. Für jede der Medienzusammensetzungen
wurden 5 µl einer 3 ml Übernachtkultur als Kontrolle bei 30◦C mit inkubiert und nach

































Zeit in Stunden 
2,5 g/l NaCl (158 Kol.) 
5 g/l NaCl (295 Kol.) 
10 g/l NaCl (206 Kol.) 
5 g/l NaCl + Thiamin (1009 Kol.) 
5 g/l NaCl + Riboflavin (241 Kol.) 
Abbildung 3.5: Prozentuale Entwicklung indigoblauer Transformanten von E. coli BL21
(pET_StyAL2B) auf verschiedenen Festmedien in Gegenwart von 2,5 g/l NaCl,
10 g/l NaCl, 5 g/l NaCl, 5 g/l NaCl mit Thiamin und 5 g/l NaCl mit Ribo-
ﬂavin. Kol. gibt die Zahl der Gesamtkolonien an.
Erstaunlicherweise wiesen alle Platten mit IPGT-Zusatz auch nach 6 Tagen keinerlei
Wachstum von Transformanden auf. Sie wurden daher verworfen. Auf Festmedien ohne
IPTG-Zusatz war bereits nach 24 Stunden ein Bewuchs mit Klonen sowie aufgrund von
Indoloxidation nach knapp 37 Stunden eine beginnende Blaufärbung zu verzeichnen. Es
zeigte sich eine gewisse Abhängigkeit der Anzahl der blauen Kolonien pro Platte von der
Medienzusammensetzung (Abbildung 3.5). Auf Platten mit dem höchsten NaCl-Gehalt
von 10 g/l konnten nach 8 Tagen ausschließlich indigoblaue Kolonien verzeichnet werden,
während auf allen anderer Festmedien in diesem Zeitraum lediglich ca. 20-40% der Kolo-
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nien eine Neigung zur Indoloxidation zeigten. Auﬀällig war eine um den Faktor 5 höhere
Anzahl gewachsener Transformanden in Gegenwart das Additivs Thiamin. Obwohl un-
ter diesen Bedingungen lediglich ca. 20% der Transformanden eine Blaufärbung zeigten,
entsprach die absolute Zahl blauer Kolonien dadurch ungefähr derjenigen des Mediums
mit 10 g/l NaCl. Wie aus Abbildung 3.5 zu ersehen ist, erfolgte die Blaufärbung der Ko-
lonien nicht abrupt sondern in Form einer linearen bis exponentiellen Funktion während
der Lagerung bei 4◦C. Beispiele für eine beginnende Blaufärbung einer Kolonie sind in
Abbildung 2.2, für eine Platte in diesem Stadium in Abbildung 3.7 und einer komplett
blauen Platte in Abbildung 2.1 zu sehen.
Die Kontrolle zeigte in allen Fällen einen Bakterienrasen, der sich nach 37 Stunden auf
Platten ohne IPGT-Zusatz grau bis blau einfärbte. Die Färbung des Rasens wies dabei
oft eine graue bis blaue Korona auf und in der Mitte nur schwache Einfärbungen. Platten
































Zeit in Stunden 
10 g/l NaCl (808 Kol.) 
5 g/l NaCl + Ribo-flavin (1009 Kol.) 
2,5 g/l NaCl (1001 Kol.) 
5 g/l NaCl (967 Kol.) 
5 g/l NaCl + Thiamin (1009 Kol.) 
Abbildung 3.6: Test zur Reproduzierbarkeit der prozentualen Entwicklung von indigoblauen
Transformanden E. coli BL21 (pET_StyAL2B) auf LB-Medien mit 2,5 g/l
NaCl, 10 g/l NaCl, 5 g/l NaCl, 5 g/l NaCl und Thiamin, 5 g/l NaCl und
Riboﬂavin, Kol. gibt die Zahl der Gesamtkolonien an.
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Auf diesen Ergebnissen aufbauend erfolgte der Versuch einer Reproduzierung der Er-
gebnisse. Erneut wurde auf die Zugabe von IPTG verzichtet. Die Ermittlung der Ge-
schwindigkeit des Blauwerdens der Kolonien erfolgte in Vierfachbestimmung und ist in
Abbildung 3.6 im prozentualen Verlauf dargestellt.
Erneut zeigte sich in Gegenwart der höchsten Salzkonzentration die höchste Neigung von
Transformanden zur Oxidation von Indol. Nach 137 Stunden (∼ 6 Tagen) Inkubation
zeigten ca. 86% aller Transformanden eine deutliche Blaufärbung und eine Verlängerung
der Lagerdauer auf 160 Stunden könnte durchaus eine vollständige Färbung aller Kolonien
zur Folge haben. Im Unterschied zur ersten Messung lieferten alle anderen Bedingungen
innerhalb des betrachteten Zeitfensters einen deutlich höheren Anteil von bis zu 66% blau-
er Transformanden. Allerdings war der prozentuale Unterschied der Endresultate dieser
Bedingungen erneut recht gering (20% Fenster) verglichen mit dem ersten Transformati-
onsexperiment (Abbildung 3.5). Die Tatsache, dass bei allen Experimenten die höchste
Zahl indolreduzierender Kolonien in Anwesenheit der höchsten Kochsalzkonzentration be-
obachtet wurde, führte dazu, alle folgenden Untersuchungen in Gegenwart von 10 g/l NaCl
durchzuführen.
Abbildung 3.7: Beispiel einer Platte mit Klonen von E. coli BL21 (pET16bP_StyAL2B) im
beginnenden Stadium des Annehmens einer indigoblauen Färbung
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3.3.2 Einﬂuss der Belüftung auf die Neigung von E. coli BL21
(pET_StyAL2B) Kolonien zur Oxidation von Indol
Während des Versuches der Optimierung der Medienzusammensetzung für das Aktivitäts-
screening von E. coli BL21 (pET_StyAL2B) brach versehentlich eine der bewachsenen
Plastikpetrischalen an. Der Kolonierasen wurde daraufhin innerhalb ungewöhnlich kurzer
Zeit (1-3 Stunden) blau. Als Ursache hierfür wurde ein verstärkter Kontakt der Klone
mit Luftsauerstoﬀ vermutet. Bis zu diesem Zeitpunkt wurde der Belüftung von bewach-
senen Festmedien keine erhöhte Aufmerksamkeit gewidmet und Platten routinemäßig mit
Paraﬁlm verschlossen. Aufgrund dieses Ereignisses wurden in Folge Inkubationen von
Transformanden unter Bedingungen durchgeführt, welche einen möglichen Einﬂuss der
Belüftung auf die Indigobildung veriﬁzieren sollten.
Tabelle 3.2: Unterschiede der Kultivierungstypen zur Untersuchung des Einﬂusses der Belüf-






• 26 Stunden Bebrütung des Transformationsansatzes bei 30◦C, mit Paraﬁlm
verschlossen
• 114 Stunden Inkubation bei RT mit Paraﬁlm verschlossen
B
• 26 Stunden Bebrütung des Transformationsansatzes bei 30◦C, mit Paraﬁlm
verschlossen
• 114 Stunden Inkubation bei RT mit Abdeckung aus Paraﬁlm anstelle eines
Plasikdeckels
C
• 26 Stunden Bebrütung des Transformationsansatzes bei 30◦C, mit Paraﬁlm
verschlossen
• 1 Stunde oﬀen in Sterilbank belüftet (RT)
• 113 Stunden Inkubation bei RT Paraﬁlm verschlossen
D
• 26 Stunden Bebrütung des Transformationsansatzes bei 30◦C, mit Paraﬁlm
verschlossen
• 114 Stunden Inkubation bei RT mit Paraﬁlmverschluss, welcher an 4 Stellen über
eine breite von jeweils 2 cm aufgeschlitzt war
E
• 26 Stunden Bebrütung des Transformationsansatzes bei 30◦C, mit Paraﬁlm
verschlossen
• 1 Stunde oﬀen in Sterilbank belüftet (RT)
• 113 Stunden Inkubation bei RT mit Paraﬁlmverschluss, welcher an 4 Stellen über
eine breite von jeweils 2 cm aufgeschlitzt war
RT =̂ Raumtemperatur
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Hierzu diente eine Testtransformation (Kapitel 2.12, doppelter Ansatz) von E. coli BL21
(pET_StyAL2B) auf Platten der Zusammensetzung 10 g/l NaCl, 10 g/l Trypton, 5 g/l He-
feextrakt, 15 g/l Agar, 1 mM Indol und 100 µg/ml Ampicillin, 35 µg/ml Chloramphenicol.
Die Platten wurden nach 26-stündigem Bebrüten bei 30◦C unter einheitlichen Bedingun-
gen während der anschließenden Inkubation bei Raumtemperatur auf unterschiedliche
Weise dem Luftsauerstoﬀ ausgesetzt (Tabelle 3.2).
Neben der klassischen Inkubationstechnik mit Hilfe einer durch Paraﬁlm verschlosse-
nen Platte (Kultivierunstyp A) wurde zusätzlich kurzzeitig unter der Sterilbank belüftet
(Typ C). Alternativ kamen andere Verschlusstechniken zum Einsatz, wie die Verwendung
einer Paraﬁlmhülle anstelle des Deckels (Typ B) oder einer lediglich partiellen Fixierung
des Deckels mit Paraﬁlm (Typ D). Letztere Technik wurde auch in Kombination mit einer




































Zeit in Stunden 
Kultivierung A (2552 Kol.) 
Kultivierung C (2778 Kol.) 
Kultivierung B (1308 Kol.) 
Kultivierung E (2835 Kol.) 
Kultivierung D (2709 Kol.) 
Abbildung 3.8: Einﬂuss der Belüftung auf die Indigobildung eines Transformationsansatzes von
E. coli BL21 (pET_StyAL2B). Die Kultivierungsmethoden sind Tabelle 3.2 zu
entnehmen. Kol. beschreibt die Anzahl der ausgezählten Kolonien.
Bei Betrachtung der zeitlichen Entwicklung der Blaufärbung gewachsener Kolonien zeig-
ten eine deutliche Abhängigkeiten von der gewählten Methodik (Abbildung 3.8). Der hier
mit Abstand höchste Prozentsatz von 100% blauer Kolonien ergibt sich nach der Inku-
bation des Transformationsansatzes unter den normalen Bedingungen einer mit Paraﬁlm
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verschlossenen Platte (Methode A). Eine vorübergehende Belüftung (Methode C) hat
hierauf erstaunlicherweise einen deutlich negativen Einﬂuss. Lediglich 26% der Kolonien
zeigten unter diesen Bedingungen, während des Zeitraumes der Inkubation, eine Blaufär-
bung. Die Kultivierungsvarianten B, D und E lieferten allesamt sehr ähnliche Ergebnisse
von 50 - 60% indoloxidierenden Kolonien. Aufgrund der scheinbar höchsten Expressions-
eﬃzienz aktiver Styrol-Monooxygenasen StyAL2B unter den Bedingungen einer Inkuba-
tion herkömmlich verschlossener Platten, wurde die Vorgehensweise A für alle folgenden
Aktivitätsscreenings herangezogen.
3.3.3 Bestimmung der Indigobildung mittels UV/Vis-Spektroskopie
Bisher wurde der durch aktive Styrol-Monooxygenasen katalysierte Umsatz von Indol zum
blauen Indigo mittels des visuellen Eindruckes bestimmt. Um zu einem späteren Zeitpunkt
unterschiedliche Mutanten von SMOs exakt in ihrer Aktivität vergleichen zu können, wur-
de nach Wegen gesucht, diese Blaufärbung messtechnisch registrieren zu können. Hierzu
bieten sich für das Klonwachstum auf Platten densiometrische Messungen an, bei denen
nach photograﬁscher Dokumentation der Kolonien deren SMO-Aktivität über die Größe
der blau gefärbten Bereiche ermittelt werden kann.
Die oﬀensichtliche Abhängigkeit der Blaufärbung identischer Klone von Faktoren, welche
sich der Kontrolle bislang entziehen, macht einen Aktivitätsvergleich auf Platte jedoch
wenig zuverlässig. Es erschien daher notwendig, eine Methodik zu etablieren, welche die
Bestimmung der Indigobildungsrate in Flüssigkulturen erlaubt. Innerhalb einer Flüssig-
kultur sollten die Bedingungen für alle Individuen absolut identisch sein, wodurch eine










Abbildung 3.9: Absorptionsspektrum von 50 µM Indigo gelöst in DMSO. Das Absorptions-
maximum liegt bei 620 nm, die Schichtdicke d betrug 1 cm.
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Die intensive blaue Farbe der Substanz Indigo legt eine Quantiﬁzierung mittels UV/Vis-
Spektroskopie nahe. Das Absorptionsspektrum einer verdünnten Lösung des Farbstoﬀs
in DMSO (Abbildung 3.9) zeigt eine markante Absorption im Bereich 550 - 650 nm mit
einem Maximum bei ca. 620 nm. Zur Durchführung einer Konzentrationsbestimmung von
Indigo war daher erst die Ermittlung des molaren Extinktionskoeﬃzienten bei 620 nm
erforderlich. Hierzu wurde die Extinktion von Lösungen des Farbstoﬀes in DMSO im
Konzentrationsbereich 0,5 - 70 µM ermittelt und nach graphischer Auftragung eine lineare
Regression durchgeführt (Abbildung 3.10).
y = 55,476x 






















Abbildung 3.10: Bestimmung des molaren Extinktionskoeﬃzienten 620 nm für Indigo mit Hilfe
einer Kalibriergeraden im Konzentrationsbereich 0,05 - 70 µM (Lösung in
DMSO)
Für die Absorption E′ einer Substanz besteht nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz fol-
gende Beziehung:
E ′ =  · c · d (3.1)
Die Extinktion erweist sich proportional zur Konzentration c und zur Schichtdicke d.
Mit Hilfe des molaren Extinktionskoeﬃzienten  kann sie zur Konzentrationsbestimmung
der Substanz genutzt werden. Die ermittelte Steigung der Regressionsgeraden beträgt
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y=55,476x (vergl. Abbildung 3.10). Durch das Lambert-Beer'sche Gesetz ergibt sich fol-
gender Zusammenhang:
c = E ′ · 1
 · d (3.2)
Die gemessene Steigung entspricht somit dem Reziprokenwert aus molaren Extinktions-
koeﬃzient und Schicktdicke (1 cm). Mit dieser Beziehung ergibt sich für den Absorpti-
onskoeﬃzienten  ein Wert von 18 mM−1 cm−1.
3.3.4 Zeitliche Entwicklung der Indigokonzentration einer Flüssigkultur von
E. coli BL21 (pET_StyAL2B)
Mit Kenntnis des Absorptionsmaximums λmax von 620 nm und des molaren Absorp-
tionskoeﬃzienten 620 nm von 18 mM−1 cm−1 erfolgten Untersuchungen über die zeitli-
che Entwicklung des Indigogehaltes im Verhältnis zum Zellwachstum von E. coli BL21
(pET_StyAL2B). Die Anzucht der für dieses Experiments nötigen Zellmasse fand schritt-
weise über Kulturen der Größe 3 ml, 20 ml und 50 ml bei 30◦C unter Schütteln in Schi-
kanekolben statt (Kapitel 2.14.3). Als Medium diente LB-Medium, versetzt mit 100 µg/l
Ampicillin und 35 µg/l Chloramphenicol. Die Ernte der Biomasse erfolgte durch Zentri-
fugation (15◦C, 2200 × g, 10 Minuten) und das Pellet wurde in 6 ml LB-Medium resus-
pendiert. In 500 ml Schikanekolben mit 50 ml indolhaltigen LB-Medium sowie 100 µg/ml
Ampicillin und 35 µg/ml Chloramphenicol wurde eine OD500nm von 0,6 mit der resuspen-
dierten Biomasse eingestellt. Das Inkubieren der Kolben fand bei Raumtemperatur unter
Schütteln statt. Die Probenahme von 0,5 ml erfolgte stündlich mit der Bestimmung der
optischen Dichte (vergl. Kapitel 2.14.2) bei 500 nm und der Bestimmung der Indigomenge.
Die Messung der optischen Dichte für die Zelldichtebestimmung erfolgte in einem der Ab-
sorptionsminima des Indigospektrums bei 500 nm. Für die Bestimmung des Indigogehaltes
(Kapitel 2.14.3) wurde die vollständige Probe 5 Minuten bei 16.000 × g zentrifugiert, das
Pellet in einem Milliliter DMSO aufgenommen, vollständig resuspendiert und 5 Minuten
inkubiert. Mit diesem Ansatz erfolgte eine 2 minütige Zentrifugation bei 16.000 × g. Vom
Überstand wurde die Extinktion für Indigo bei 620 nm gemessen.
Für E. coli BL21 (pET_StyAL2B) wurde die Entwicklung der Indigobildung und des
Wachstums bis in die stationäre Phase verfolgt (Abbildung 3.11).
Auf den ersten Blick ergibt sich ein relativ synchroner Verlauf des Zellwachstums und der
Bildung von Indigo. Lediglich gegen Ende des Wachstums fällt auf, dass die Indigomenge
scheinbar abnimmt. Diese Beobachtung ist mit hoher Sicherheit auf Messfehler zurück-
zuführen, da wasserunlösliches Indigo keinerlei chemisch oder biologisch verursachter Ab-
baureaktion unterliegen sollte. Um eine Korrelation oder Abweichung von Biomassewachs-









































Optische Dichte der 
Zellkultur bei 500 nm
Abbildung 3.11: Zeitlicher Verlauf von Zelldichte und gebildetem Indigo der Kultur










































Abbildung 3.12: Zeitlicher Verlauf eines hypothetischen Indigo-Biomassequotienten von
E. coli BL21 (pET_StyAL2B) zur Identiﬁzierung speziﬁscher Phasen der In-
digobildung.
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gebildet und seine Veränderung über die Zeit betrachtet (Abbildung 3.12).
Es zeigt sich hier ein diﬀerenziertes Bild, demzufolge eine verstärkte Indigobildung erst
nach 4 stündiger Kultivierung einsetzt. In den folgenden vier Stunden wächst der Indigo-
Biomasse-Quotient nahezu linear an um gegen Ende der Kultivierung deutlich abzufallen.
Aus der Auftragung ergibt sich deutlich, dass eine maximale Indigobildung während der
exponentiellen Wachstumsphase zu beobachten ist. Diese Beobachtung steht im deutlichen
Gegensatz zu dem Verhalten das Klons auf Festmedium, wo eine Blaufärbung der Kolonien
erst mit zunehmendem Alter der Kolonien auftritt.
3.3.5 Error prone PCR von pET_StyAL2B mit Gene Morph II EZ Clone
Kit
Die ursprünglichen Versuche der Durchführung einer epPCR mit dem Gene Morph II EZ
Clone Kit für die Gene styA2B und styA1/styA2B lieferten zwar eine Reihe mutmaß-
lich veränderter Klone, scheiterten aber letztendlich an einem Aktivitätsnachweis. Der
angewendete Screeningtest führte in keinem Fall zu einer eindeutigen Blaufärbung, was
vermutlich auf die Bildung von Inclusion Bodies zurückzuführen war. Für die folgenden er-
neuten Versuche einer epPCR wurde deshalb auf das Fusionsprotein StyAL2B bzw. auf das
zugehörige Gen zurückgegriﬀen, dessen Expression zu einem geringen Anteil in löslicher
Form erfolgt (8). Die Versuche zur Optimierung des Aktivitätsnachweis von StyAL2B aus
E. coli BL21 (pET_StyAL2B) deuten auf eine Abhängigkeit der Blaufärbung von ver-
schiedenen Parametern (Kapiteln 3.3.1, 3.3.2). Ein LB-Medium mit hohem Salzgehalt
(10 g/l) erwies sich in Kombination mit einer 2-tägigen Bebrütung des Transformations-
ansatzes bei 30◦C und einer anschließenden Lagerung der mit Paraﬁlm verschlossenen
Platten als die geeignetste Methodik, eine Blaufärbung des ursprünglichen Klons zu er-
zielen.
Durchführung und Ergebnisse der error prone PCR mit Gene Morph II EZ
Clone Kit
Die Durchführung der epPCR erfolgte analog der Anleitung des Gene Morph II EZ
Clone Kits mit einem zusätzlichen Gelreinigungsschritt nach dem DpnI-Verdau (vergl.
Kapitel 2.4). Das Gen des Fusionsproteins styAL2B, eingebettet in den Vektor pET16bP,
bildete den Ausgangspunkt für diese Veränderung. Die Synthese der mutagenen Me-
gaprimer zeigte den ersten Schritt in diesem Protokoll auf. Die Primer SA-VLB120-fw
(Vorwärtsprimer) und S-StyB-ST-rev (Rückwärtsprimer) wurden aus der Arbeit von C.
Conrad (8) entnommen. Auch die in dieser Arbeit mittels Gradienten-PCR bestimmte
optimale Annealingtemperatur (8) wurde übernommen (vergl. Tabelle 3.3).
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* von C. Conrad (8) bestimmt
Die sich hieraus ergebenden ampliﬁzierten Genvarianten (∼ 1800 bp) wurden über ein
Agarosgel gereinigt (Kapitel 2.6, 2.7) und dienten in der sich anschließenden zweiten PCR
(EZClone Reaktion) als Megaprimer. In dieser PCR erfolgte die Auﬀüllung des Vektors
mit Hilfe von pET_StyAL2B als Templat. Im weitern Verlauf wurde mittels DpnI die
elterliche DNA geschnitten. Um eine Trennung der DNA-Fragmente von den mutmaßlich
veränderten Plasmiden zu erhalten, wurden diese über ein Gel voneinander getrennt. Der
vollständig aufgefüllte Vektor pET_StyAL2B sollte eine Größe von ∼ 8000 Bp aufweisen.
Nach dem Auftragen dieser Auﬀüll-PCR auf ein Gel entstand keine klare Bande sondern
umfasste einen Bereich von 8.000 Bp bis weit über 10.000 Bp, der stärkere und schwä-
chere Stellen aufwies. Dieser Bereich wurde vollständig aus dem Gel ausgeschnitten und
gereinigt. Die mutmaßlich veränderten Versionen von pET_StyAL2B wurden in frisch
hergestellte, chemisch kompetente E. coli BL21 Zellen (Kapitel 2.11) transformiert. Das
Vorhandensein des T7-Promotors im Vektor pET16bP, welcher für die Expression der
SMO nötig ist, erforderte die Transformation in E. coli BL21 Zellen. Die Transformanden
wurden auf LB-Platten mit 10 g/l NaCl, 1 mM Indol und 100 µg/ml Ampicillin, 35 µg/ml
Chloramphenicol 4 Tage bei 30◦C bebrütet. Es konnten keine sichtbaren Kolonien und
somit keine veränderten Klone gewonnen werden.
Ergebnisse der modiﬁzierten error prone PCR mit dem Gene Morph II EZ
Clone Kit
Bei der Methode nach dem Protokoll des Gene Morph II EZ Clone Kit wurden kei-
ne Transformaden gewonnen. Es bestand der Verdacht, dass im Schritt des Auﬀüllens
des Plasmidringes die Polymerase nicht mit ausreichender Intensität arbeitet, oder dass
das Schließen der Plasmidringe nicht funktioniert. Um abzuklären, ob dies an der Po-
lymerase lag, ist der zweite Schritt des Kits mit verschiedenen anderen Polymerasen
durchgeführt worden (vergl. Tabelle 3.4). Sie wurden, in der Reihenfolge von Tabelle 3.4
ausgetestet. Die Zusammensetzung der PCR des EZClone Reaktion-Schrittes erfolgte ana-
log einer Standard-PCR (Kapitel 2.3.2). Als Primer wurden der aus dem ersten Schritt
der epPCR gewonnene Megaprimer eingesetzt analog der Konzentration der EZClone
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Reaktion (Kapitel 2.4). Entsprechend dem Originalprotokoll wurde nach der PCR wei-
ter verfahren. (Die PCR wurde mittels DpnI verdaut, auf Gel aufgetragen, die Banden
ausgeschnitten, die DNA aufgereinigt und im Anschluss transformiert.) Die Banden der
Auﬀüll-PCR zeigten auf dem Gel ein ähnliches Aussehen wie jene, welche mit der Polyme-
rase des Kites ausgefüllt wurden. Sie hatten einen unregelmäßigen Verlauf der zwischen
8.000 Bp bis über 10.000 Bp. Auch hier wurde der gesamte Bereich ausgeschnitten und
aufgereinigt. Die Transformation der veränderten pET_StyAL2B-Plasmide erfolgte in der
Regel in frisch hergestellte kompetente E. coli BL21 Zellen (Kapitel 2.11). Die Ansätze
wurden anschließend auf LB-Platten mit 10 g/l NaCl, 1 mM Indol, 100 µg/ml Ampi-
cillin und 35 µg/ml Chloramphenicol 4 Tage bei 30◦C bebrütet. Es war mit keiner der
verwendeten Polymerasen möglich Transformanden zu gewinnen.
3.3.6 Error prone PCR nach der klassischen Methode mit pET_StyAL1B
und pET_StyAL2B
Es war mittels des Gene Morph II EZ Clone Kit nicht möglich genveränderte Klone zu
erzeugen. Es lag die Vermutung nahe, dass es zu Fehlern bei der Auﬀüllung des Plasmides
mit dem Kit kam. Um den Fehler bei der Auﬀüllung des Plasmides zu umgehen ist auf die
klassische Methode zurückgegriﬀen worden. Hierbei werden mittels einer fehlerbehafteten
PCR die Gene verändert, gereinigt und anschließend in einen Vektor ligiert.
Die zu verändernden Gene (styAL1B und styAL2B) wurden mittels einer Polymerase,
welche zu Fehlern neigt, ampliﬁziert. In diesem Fall wurden die gelgereinigten (Kapi-
tel 2.6, 2.7), veränderten PCR-Produkte aus dem Schritt der Megaprimersynthese des
Gene Morph Kits eingesetzt (Kapitel 2.4). Sie dienten nicht als Megaprimer wie im Kit
3 Ergebnisse 47
vorgesehen, sondern wurden klassisch in einen geschnittenen Vektor ligiert.
Die in der epPCR verwendeten Primer wurden so konstruiert, dass sie Restriktionsschnitt-
stellen für die Enzyme KpnI und NdeI enthielten. Für die epPCR wurde das Primerpaar
stya-vlb120-fw und pet16bP-241-263 verwendet. Der Primer stya-vlb120-fw ist eine mo-
diﬁzierte Form von SA-VLB120-fw. Um die enthaltene NdeI -Schnittstelle, sie beginnt bei
SA-VLB120-fw mit der ersten Base, nutzbar für das Enzym und damit für die Versuch zu
machen, wurde die modiﬁzierte Form verwendet. Hier liegt die Restriktionsschnittstelle
weiter in der Mitte des Primers (vergl. Tabelle 2.4). Der Rückwärtsprimer pet16bP-241-
263 beﬁndet sich direkt auf dem pET16bP-Vektor (vergl. Abbildung 3.14). Er wurde für
einen Bereich des pET16bP-Vektors, der stromaufwärts des styB -Gens liegt, konstruiert.
Mit ihm ist es möglich, die sich an das Gen styB anschließenden NotI und NdeI Re-
striktionsschnittstellen direkt zu nutzen (vergl. Abbildung 3.14). Die Bestimmung der
optimalen Annealingtemperatur des Primerpaares erfolgte mittels Gradienten-PCR und
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Abbildung 3.13: Verdau von dem veränderten Gen styAL2B mit dem Enzym NdeI, welches
zwei Restriktionsschnittstellen besitzt. Dasselbe Bild ergibt sich für den Ver-
dau mit KpnI, sowie bei dem Verdau des Gens styAL1B mit denselben En-
zymen
Ein Doppelverdau von dem mit den Primern stya-vlb120-fw und pet16bP-241-263 ampli-
ﬁzierten, veränderten PCR-Produkten und den Enzymen KpnI und NdeI zeigte nach der
Kontrolle auf dem Gel nicht die Bande bei ∼ 1.800 Bp sondern zwei Banden (∼ 500 Bp
und ∼ 1.300 Bp) (vergl. Abbildung 3.13). Ein Einzelverdau mit KpnI sowie NdeI zeig-
te dasselbe Ergebnis. Beim Design der Primer wurden die Schnittstellen, welche bei der
Fusionierung der Gene entstanden sind, nicht mit beachtet. Die Lage der betreﬀenden
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… styB aus P. fluorescens ST 
… styA aus P. fluorescens ST 
… Vektor pET16bP 
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(stya-vlb120-fw) 
… Primer auf pET16bP-Vektor 




Abbildung 3.14: Lage der relevanten Primer und Restriktionsschnittstellen in pET_StyAL1B
und pET_StyAL2B
Um die veränderten Gene styAL1B und styAL2B dennoch nutzten zu können, wurde ein
Partialverdau mit den Enzymen NotI und NdeI (Kapitel 2.9) durchgeführt. Die Ansätze
wurden 15 Minuten, 30 Minuten, eine Stunde und 1,5 Stunden bei 37◦C inkubiert und
anschließend sofort 20 Minutenbei 80◦C im Wasserbad inaktiviert. Anschließend wurden
alle Ansätze auf ein Gel aufgetragen. Zu sehen waren dabei die Banden der Schnittstellen
nach dem Genen styA mit ∼ 1.300 Bp, styB 500 Bp und beiden Genen styAL1B bzw.
styAL2B mit ∼ 1.800 Bp. Die Fragmente bei ∼ 1.800 Bp wurden aufgereinigt (Kapitel
2.7). Für das Gen styAL1B waren bei jeder Zeit (15 Minuten,30 Minuten, eine Stunde und
1,5 Stunden) die Bande bei ∼ 1.800 Bp zu erkennen, bei styAL2B nur bei 15 Minuten.
Diese veränderten Gene wurden in den ebenfalls mit den Enzymen NotI und NdeI verdau-
ten Vektor pET16bP ligiert (Kapitel 2.9). Die Transformation erfolgte in frische kompe-
tente E. coli BL21-Zellen (Kapitel 2.12). Die Transformanden wurden auf LB-Platten mit
Ampicillin, Chloramphenicol und 1 mM Indol 3 Tage bei 30◦C inkubiert und im weiteren
Verlauf bei 4◦C inkubiert.
Es sind für styAL1B 96 Klone, und für styAL2B 54 Klone nach der Transformation ge-
wachsen. Es wurden je 11 Transformanden beider potentiell veränderter Gene mit einer
Ganzzell-PCR mit den Primer Stya-vlb120-fw und pET16bP-241-263 getestet. In keinem
der Fälle konnte ein PCR-Produkt der gewünschten Größe von ∼ 1.800 Bp erhalten
werden. Daher konnte in keinem der getesteten Klone die Gene styAL1B bzw. styAL2B
registriert werden. Keine der gewachsenen Transformanden zeigte in Gegenwart von Indol
eine Oxygenaseaktivität.
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4 Diskussion der Ergebnisse
4.1 Die error prone PCR als attraktive Methodik zur
Optimierung von Styrol-Monooxygenasen hinsichtlich
katalytischer Eigenschaften
In der Industrie nimmt die Gewinnung enantiomerenreiner Stoﬀe wie beispielsweise Sty-
roloxid als chiraler Baustein für Synthesen eine immer größere Rolle ein. Die Herstel-
lung dieser enantiomerenreinen Stoﬀe ist mit den herkömmlichen Verfahrensweisen zum
Teil sehr aufwändig und teuer. Eine Möglichkeit kostengünstiger und umweltverträgli-
cher zu produzieren sind Enzyme. Styrol-Monooxygenasen sind in der Lage, Styrol zu
Styroloxid oder auch deren Derivate in enantiomerenreiner Form umzuwandeln. Styrol-
oxid wird als Lösungsmittel und auch als Synthesebaustein für chirale Substanzen vor
allem bei pharmazeutischen Produkten eingesetzt. Ein SMO-System, das diese Umsätze
beherrscht und bezüglich ihres Anwendungspotentials untersucht wurde, ist das Zweikom-
ponentensystem aus Pseudomonas sp. VLB120 (36, 37). Mit ihm ist es im Rahmen eines
Forschungsprojektes gelungen, ein potentielles, industriell nutzbares System zu schaﬀen.
Die Zweikomponenten-SMO aus Pseudomonas sp. VLB120 wurde in den Wirtsstamm
E. coli eingefügt. Im Rahmen eines Zweiphasensystems ist es bei der Kultivierung mög-
lich das Produkt aus der wässrigen Phase in die organische Phase zu extrahieren, welche
leicht aufgereinigt werden kann. Auf diese Weise wird das Lebensumfeld der Organismen
kontinuierlich vom Produkt befreit (36, 37).
Für die forschungsbezogene und vor allem industrielle Anwendung ist es meist von Vorteil
die speziﬁsche Aktivität der Biokatalysatoren zu maximieren. Unter verschiedenen Aus-
gangssituationen ist es möglich Enzyme zu verändern. Besteht bereits eine sehr große Zahl
variierter Gensequenzen, können diese in unterschiedlichen Methoden der Rekombination
miteinander gemischt werden, um neue oder verbesserte Eigenschaften zu gewinnen. Sind
bereits Strukturinformationen über die Enzyme bekannt, besteht die Möglichkeit die Ei-
genschaften durch gerichtete Mutation gezielt zu verändern. Sind jedoch kaum Informatio-
nen über ein Enzym bekannt, werden Methoden zur ungerichteten Mutagenese eingesetzt.
Neben physikalischen oder chemischen Mutagenen und Formen der Insertion und Deletion
(30) kann die error prone PCR eingesetzt werden, um genetisches Material zu verändern.
Die error prone PCR bietet die Möglichkeit in sehr großen Mengen veränderte Gense-
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quenzen hervorzubringen. Es können in einer Runde einer error prone PCR (mit Ligation
in einem Vektor und dessen Transformation) tausende Klone geschaﬀen werden. Dazu ist
es von großer Bedeutung einen schnellen Nachweis über die Veränderung der Enzyme zu
besitzen. Eine Möglichkeit sind Farbreaktionen. Styrol-Monooxygenasen haben die Fä-
higkeit neben Styrol auch Indol umzusetzen. Indol wird dabei durch die SMO zu Indoxyl
umgewandelt, welches zu dem blauen Farbstoﬀ Indigo dimerisiert. Dieser wasserunlösliche
Farbstoﬀ ist schon in sehr geringen Mengen leicht zu detektieren und eignet sich gut für
den Nachweis der SMO-Aktivität.
Mit der Entdeckung der neuartigen Zweikomponenten-Styrol-Monooxygenase aus Rhodo-
coccus opacus 1CP wurde eine vielversprechende Styrol-Monooxygenase gefunden. Jedoch
ist der Umsatz dieser Monooxygenase gering. Mit Hilfe der error prone PCR sollte diese
verändert werden, um ein leistungsfähigeres Enzym zu schaﬀen.
Gursky et al. zeigten anhand der Zweikomponenten-Styrol-Monooxygenase aus Pseudo-
monas putida CA-3, dass die Leistung mit Hilfe der error prone PCR um das 9- bis 12-fache
gegenüber der natürlich vorkommenden Form gesteigert werden kann. Das Screening der
Mutanten erfolgte über die oben genannte Indigo-Bildung durch Indoloxidation.
Analog diesem Vorgehen sollte die Veränderung der Styrol-Monooxygenase aus R. opa-
cus 1CP durchgeführt werden. Dazu wurde das Gen styA2B aus chromosomaler DNA von
R. opacus 1CP gewonnen, in den Vektor pBluescript II KS(+) und pET16bP ligiert, in
E. coli DH5α transformiert und auf Styrol-Monooxygenaseaktivität untersucht. Nach über
20-tägiger Beobachtung der Klone zeigte sich keine indigoblaue Färbung. Jüngste Unter-
suchungen zu StyA2B aus R. opacus 1CP deuten auf eine wichtige Rolle von StyA1 hin,
einer weiteren Styrol-Monooxygenase, deren Gen direkt stromaufwärts zu styA2B loka-
lisiert ist (46, 47). Das System StyA1/StyA2B besitzt mit 0,24 U/mg ca. 12-mal so viel
Oxygenaseaktivität wie das Fusionsprotein StyA2B allein. Eine Expression beider Pro-
teine sollte daher einen Nachweis der Indoloxidation wahrscheinlicher machen, unter der
Voraussetzung, dass eine ausreichende Bildung löslicher Proteine gelingt.
Um dies zu überprüfen, wurden die aus chromosomaler R. opacus 1CP-DNA gewon-
nen Gene styA1 und styA2B in den Vektor pBluescript II KS(+) sowie in pET16bP
ligiert und anschließend in E. coli DH5α transformiert. Im Falle von E. coli DH5α
(pBSK_StyA1StyA2B) konnte ein Klon mit einer leichten Graufärbung gewonnen werden.
Nach mehrmaligem Überimpfen und Bebrüten bei 30◦C und 37◦C zeigte sich dieser Farb-
einschlag nicht wieder. Damit konnte eine eindeutige SMO-Aktivität von E. coli DH5α
(pBSK_StyA1StyA2B) nicht nachgewiesen werden.
Das Fehlen der Blaufärbung von Kolonien kann ein Zeichen für die Bildung von Inclusion
Bodies sein. Mit der Verwendung von DNA-Teilstücken eines Organismusses gehen andere
Informationen, wie beispielsweise über mögliche Chaperone, verloren. Die schlechte Ex-
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pression von StyA2B sowie StyA1A2B kann ein Zeichen für fehlende Chaperone sein. In
der Literatur ist die Aufgabe von Chaperonen bei der Proteinfaltung beschrieben (43). Es
ist von E. coli bekannt, dass unter normalen Bedingungen 10-15% der Zellen, unter Hit-
zestress bis zu 30% aller Proteinfaltungsprozesse, mit Hilfe von Chaperonen stattﬁnden
(43). Fehlerhafte Faltungen von Proteinen können auf das Fehlen von möglichen Chapero-
nen zurückzuführen sein, was zu Inclusion Bodies führt. Bis jetzt ist nicht bekannt, dass
für die Bildung der SMO aus R. opacus 1CP Chaperone verantwortlich sind. Es kann
jedoch auch nicht ausgeschlossen werden.
Auf die Faltung der korrekten Proteinstrukturen hat die Temperatur einen erheblichen
Einﬂuss. Bei zu hohen Temperaturen kann es zu Fehlfaltungen kommen (6). In der
hier dargestellten Arbeit wurde sich an die Temperaturangaben von D. Tischler gehal-
ten (46). Seine Untersuchungen ergaben, dass im Fall einer Inkubation bei 37◦C keine
bzw. kaum indigoblaue Kolonien erhalten werden konnten, anders als bei 30◦C (per-
sönliche Information). Erste Inkubationsversuche von E. coli DH5α (pBSK_StyA2B)
und (pBSK_StyA1StyA2B) zeigten keine Indol-Indigo-Oxidation bei 37◦C. Versuche mit
einer Inkubationstemperatur von 30◦C zu eine späteren Zeitpunkt zeigten keine SMO-
Aktivität.
Das Ausbleiben einer positiven Indol-Indigo-Reaktion bei sämtlichen überprüften styA2B -
enthaltenden Klonen führte zu Überlegungen, dass eine zu geringe Oxygenaseaktivität
des StyA2-Anteils des natürlichen Fusionsproteins ursächlich ist. Zwar könnte ein Mu-
tationsereignis grundsätzlich zu einer signiﬁkanten Erhöhung der StyA2-Aktivität führen
und somit dessen Nachweis ermöglichen, allerdings kann das Ausbleiben jeglicher Re-
aktion auch andere Ursachen haben, welche unerkannt ein Gelingen der Optimierung
grundsätzlich vereiteln. Letzteres galt es in jedem Fall zu vermeiden. Daher wurde für die
Etablierung der epPCR nach einem Oxygenasesystem gesucht, dessen Expression bereits
aus dem Wildtypgen zu einer schwachen, aber eindeutig zu identiﬁzierenden Indigoblau-
färbung führt.
4.2 Der Aktivitätsnachweis als mutmaßlich limitierender Schritt
in der Modiﬁzierung von StyA2B und StyA1/StyA2B mit
Hilfe der error prone PCR
Die hohe Zahl der zu erwartenden mutierten Klone einer error prone PCR macht ei-
ne Selektion erwünschter Mutanten mit Hilfe eines aktivitätsbasierten Screenings erfor-
derlich. Dieses kann nur erfolgen, wenn das in einem bestimmten Expressionssystem
gebildete Zielenzym in katalytisch aktiver Form gebildet wird. Die rekombinante Ex-
pression von Proteinen in Wirtsorganismen, welche mit dem ursprünglichen Wirtsstamm
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des Zielenzyms nicht oder nur entfernt verwandt sind, führt häuﬁg zur Bildung fehlgefal-
teter, katalytisch inaktiver Varianten dieser Proteine, den sogenannten Inclusion Bodies
(23). Zahlreiche Proteine des Actinobakteriums Rhodococcus opacus 1CP zeigten dieses
Verhalten beim Versuch ihrer Expression in Escherichia coli, darunter auch die Styrol-
Monooxygenasen StyA1 und StyA2B. Expressionsversuche beider Gene in den Vektor
pBluescript II KS(+) führten in nur sehr geringem Umfang zur Bildung löslicher Enzyme,
während die weitaus überwiegende Menge an Protein in Form inaktiver Inclusion Bodies
anﬁel.
Da auch geringe Konzentrationen löslich exprimierter Styrol-Monooxygenasen zu einer
Oxidation von Indol zu Indigo in Flüssigkulturen führen (persönliche Mitteilung von D.
Tischler), wurde trotz der generellen Expressionsproblematik eine error prone PCR der
zugrunde liegenden Gene styA1 und styA2B durchgeführt. Das für beide Gene verwendete
Vektorsystem pBluescript II KS(+) wurde dabei bereits im Vorfeld zur Expression beider
Proteine angewandt.
Das für die error prone PCR eingesetzte kommerzielle Kit GeneMorph II EZClone Do-
main Mutagenesis Kit wurde auch für die Optimierung von StyA/StyB aus Pseudomonas
putida CA-3 durch Gursky und Mitarbeiter (14) erfolgreich eingesetzt. Die Mutationsfre-
quenz lässt sich hierbei primär durch die eingesetzte Menge an Templat-DNA steuern.
Die innerhalb dieser Arbeit verwendeten Templatmengen sollten laut den Angaben des
Herstellers im Fall von styA2B sowie von styA1 und styA2B gemeinsam zu einer Mu-
tationsfrequenz von 0 - 4,5 Mutationen pro Kilobase führen. Das nach der mutagenen
PCR erhaltene Produkt wird nicht in den Expressionsvektor ligiert, sondern diente als
Megaprimer in einer zweiten PCR. Hierbei wird mit Hilfe einer geringen Menge des un-
veränderten Expressionskonstrukts (=Templat) der fehlende Vektor vervollständigt. Nach
dem Verdau des ursprünglichen Templates kann dieses direkt transformiert werden (Ab-
bildung 1.4). Hierdurch wird verhindert, dass eine ineﬃziente Ligation die Anzahl der zu
erwartenden Mutanten signiﬁkant reduziert. Die ausplattierten Transformationsansätze
ergaben sowohl im Fall von styA2B als auch im Falle beider Gene styA1 und styA2B eine
ansehnliche Zahl an potentiellen Mutanten. Dennoch führt deren Wachstum und spätere
Inkubation bei reduzierter Temperatur in Anwesenheit des Induktors IPTG und von Indol
zu keiner eindeutigen Blaufärbung.
Obwohl dies nicht explizit überprüft wurde, ist als Ursache für die ausbleibende Blau-
färbung der Klone eine vollständige Expression beider Proteine als Inclusion Bodies sehr
wahrscheinlich. Zu dieser Vermutung Anlass gibt nicht zuletzt die Tatsache, dass aufgrund
der Plasmidvervollständigung durch die Megaprimertechnik das Vorliegen insertloser, re-
ligerter Expressionsvektoren ausgeschlossen werden kann. Falsch-positive Klone können
daher nicht auftreten.
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Trotz dieser Vermutung war das Ausbleiben jeglicher Aktivitätsfärbung für die Etablie-
rung der error prone PCR ungünstig, da sich bei einer vollständigen Expression der SMOs
in unlöslicher Form eine Aktivitätszunahme durch Mutation vermutlich nicht bemerkbar
gemacht hätte. Überdies konnte so nicht mit letzter Gewissheit gesagt werden, dass eine
ausbleibende Aktivität nicht doch eine fehlerhafte Konstruktion des Expressionssystems
zur Ursache hat. In diesem Fall wären sämtliche weiteren Versuche der Etablierung von
vornherein zum Scheitern verurteilt gewesen. Die Verfügbarkeit einer Positivkontrolle,
d. h. eines nachweisbar aktiv exprimierbaren Styrol-Monooxygenase-Systems war daher
erforderlich, um weitere Versuche der error prone PCR in Angriﬀ zu nehmen.
4.3 Die künstlich fusionierten Styrol-Monooxygenasen StyAL2B
und StyAL1B erlauben ein Aktivitätsscreening auf Platte
Frau Cathleen Conrad gelang kürzlich im Rahmen ihrer Bachelorarbeit die Fusionierung
der Gene einer Styrol-Monooxygenase (StyA) und einer FAD:NADH- Oxidoreduktase
(StyB) aus Pseudomonas ﬂuorescens Stamm ST (8). Diese Studie war ein Versuch, dass
natürliche Fusionsprotein StyA2B aus R. opacus 1CP mit Hilfe der Gene aus einem Vertre-
ter der Gattung Pseudomonas künstlich nachzubilden. Zur Verknüpfung beider Protein-
untereinheiten dienten unterschiedlich lange Linker aus Histidin-Resten. Für das Protein
StyAL2B wurde zwischen die Monooxygenasen und die Reduktase vier Histidinreste ein-
gebaut und im Falle des StyAL1B direkt miteinander verbunden. Obwohl kinetische Daten
zu den beiden erhaltenen Varianten StyAL2B und StyAL1B bislang nicht vorliegen, deu-
ten erste Expressionsversuche auf das Vorhandensein katalytisch aktiver Proteinchimären.
Die erhaltenen Flüssigkulturen färbten sich aufgrund stattﬁndender Indoloxidation blau.
Eigene Versuche einer Kultivierung beider Expressionsstämme auf LB-Medium führten
in Folge ebenfalls zu einer deutlichen Blaufärbung erhaltener Kolonien. Allerdings trat
diese Blaufärbung von Kolonien einer Platte überraschenderweise nicht gleichmäßig auf.
Oﬀensichtlich hing die Bildung löslicher Monooxygenasen vom physiologischen Zustand
der Kolonie ab, welcher innerhalb einer Platte deutlich variierte.
Eine ungleichmäßige Tendenz eines identischen Klons zur Indoloxidation und damit zur
Blaufärbung, ist im Hinblick auf die Identiﬁzierung möglichst aktiver Klone auf einem
Festmedium ein unerwünschtes Phänomen. Nur eine vergleichbar gute Expression eines
Proteins in allen Klonen einer Platte erlaubt überhaupt eine Einschätzung von Aktivi-
tätsunterschieden. Bevor also mit Versuchen der Mutagenese fortgefahren wird, müssen
zwangsläuﬁg erst Bedingungen gefunden werden, unter denen die Expression aktiven En-
zyms nicht limitierend ist und Unterschiede in der Blaufärbung ausschließlich auf Unter-
schiede der speziﬁschen Aktivität des Zielenzyms beruhen.
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Aus diesem Grund wurde der Einﬂuss unterschiedlicher Parameter auf den Umfang der
Blaufärbung plattierter Klone untersucht. Hierbei galt das Interesse sowohl einer Mo-
diﬁzierung des Festmediums als auch einer Veränderung der Sauerstoﬀverfügbarkeit für
Kolonien.
Da anstelle des fertigen Expressionsklons E. coli (pET_StyAL2B) jeweils Transformations-
ansätze des Plasmides und des Wirtsstammes ausplattiert wurden, sollten zudem die Aus-
wirkungen der Bedingungen auf die Anzahl der erhaltenen Transformanden untersucht
werden.
Neben IPTG als Induktor wurde in der Literatur am Beispiel von Transformationen ver-
schiedener Plasmide (pGP1-3, pHYD503, pHYD272) mit unterschiedlichen Genen in E.
coli BL21 (DE3) beschrieben, dass in der Gegenwart von NaCl die Bildung von Inclusion
Bodies um ein Vielfaches reduziert werden konnte. Jedoch ist die Reduzierung der fehlge-
falteten Proteine abhängig von ihrer Art (5) und die Wirkung von NaCl auf eine korrekte
Expression kann nicht mit einem Wert pauschalisiert werden.
Erste Testtransformationen von pET_StyAL2B in E. coli zeigten in Gegenwart des In-
duktors IPTG kein, ohne IPTG jedoch Wachstum von Transformanden. Der Einﬂuss
verschiedener NaCl-Gehalte (2,5 g/l, 5 g/l und 10 g/l) und Additive (Thiamin und Ribo-
ﬂavin) im Nährmedium wurde auf die Expression von Styrol-Monooxygenasen in Trans-
formanden von E. coli BL21 pET_StyAL2B getestet (vergl. Tabelle 3.1). Neben der
Variation des Salzgehaltes wurde dem LB-Medien IPTG in unterschiedlichen Konzen-
trationen (0,2 mM, 0,5 mM und 1 mM) zugegeben und das Verhalten der Transforman-
den untersucht. Enthielt das Medium IPTG, unabhängig vom Salzgehalt, konnten keine
E. coli BL21 (pET_StyAL2B)-Transformaden gewonnen werden (vergl. Kapitel 3.3.1, Ta-
belle 3.1). Jedoch zeigten sich Klone auf dem Nährmedium ohne IPTG-Zusatz. Kontrol-
lansätze, welche aus einer Flüssigkultur angeimpft wurden, zeigten im Falle des IPTG-
Zusatzes und auch ohne IPTG, Wachstum in Form eines Bakterienrasens. Hier konnte
nur auf Platten ohne IPTG-Zusatz eine Blaufärbung ausgemacht werden, jedoch nicht
auf Platten mit IPTG-Zusatz. Transformanden, welche auf Platten ohne IPTG-Zusatz in-
kubiert wurden, zeigten nach ungefähr 48 Stunden eine beginnende Indoloxidation, welche
sich in einer Blaufärbung der Kolonien darstellte. Dabei wurde sichtbar, dass Platten mit
unterschiedlichen NaCl-Gehalten sowie verschiedenen Additiven unterschiedlich schnell
blaue Kolonien entwickelten (vergl. Abbildung 3.5). Auf dem LB-Medium mit einem Salz-
gehalt von 10 g/l färbten sich alle Transformanden nach 7 Tagen blau. Bei den anderen
Salzgehalten zeigten zwischen 20 bis knapp 40% der Transformanden aktives Protein.
Die Wiederholung des Experimentes zeigte eine ähnliche Entwicklung. Bei einem Koch-
salzgehalt von 10 g/l im LB-Medium konnten nach 137 Stunden ca. 86% der Transfor-
manden, die eine Indoloxidation ausführen, ausgemacht werden. Für die restlichen unter-
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suchten Salzgehalte konnten im selben Beobachtungszeitraum maximal 66% indigoblaue
Transformanden beobachtet werden (vergl. Abbildung 3.6).
Es zeigte sich in beiden Fällen, dass bei einem Salzgehalt von 10 g/l die meisten Klone
mit aktivem Protein zu beobachten waren.
Zudem konnte eine Abhängigkeit vom NaCl-Gehalt und der Anzahl aktiver Proteine be-
obachtet werden. Deutlich zu sehen ist dieser Sachverhalt bei einem NaCl-Gehalt von
10 g/l im Vergleich zu 2,5 g/l und 5 g/l. In beiden durchgeführten Experimenten zur Be-
stimmung des optimalen Salzgehaltes im LB-Medium (vergl. Abbildung 3.5, 3.6) zeichnet
sich der NaCl-Gehalt von 10 g/l mit der stärksten Anzahl korrekt exprimierter Proteine
nach einem Beobachtungszeitraum von rund 7 Tagen ab.
Wie bereits durch Bhandari und Gowrishankar (5) gezeigt, kann NaCl als Induktor wir-
ken. Mit Erhöhung der NaCl-Konzentration auf 10 g/l im LB-Medium färbten sich nach
der Inkubation des Transformationsansatzes von E. coli BL21 (pET_StyAL2B) teilwei-
se alle anwesenden Klone blau. Die Erhöhung des Salzgehaltes im LB-Medium kann zu
Wasserstress in der Zelle führen, welcher auf die Proteinbildung verringernd wirkt. Mit
einer längeren Faltungszeit haben die Proteine die Möglichkeit sich korrekt anzuordnen
und die Zahl der Inclusion Bodies kann sich dadurch minimieren.
Die Experimente zur Bestimmung der optimalen Medienzusammensetzung (vergl. Kapi-
tel 3.3.1, Abbildung 3.5 und 3.6) wurden unter denselben Bedingungen durchgeführt. Die
Inkubation der ersten 48 Stunden erfolgte bei 30◦C analog der Erfahrungen von D. Tisch-
ler (46, 47). Nach dieser Inkubation lagerten die Platten bei 4◦C. In dieser Zeit erfolgte
die Beobachtung der Platten, um weitere Blaufärbungen und damit verbundene SMO-
Aktivität zu bestimmen. Der Beginn der Lagerung der Platten bei 4◦C wird durch einen
langsameren Anstieg blau werdender Klone nicht ersichtlich (vergl. Abbildungen 3.5 und
3.6). Die Bildung der aktiven SMO ist somit ein andauernder Prozess der langsam von-
statten geht und Anlass gibt, dass er nach der anfänglichen Inkubationstemperatur von
30◦C nicht mehr wesentlich von der Lagerungstemperatur bei 4◦C beeinﬂusst wird. Es
wird vorgeschlagen die Abhängigkeit der Lagerungstemperatur von der SMO-Aktivität
nach der Inkubation in weiterführenden Arbeiten zu untersuchen.
Neben den Experimenten zur Optimierung des NaCl-Gehaltes des LB-Mediums, welches
mit 10 g/l am geeignetsten ist, erfolgte ein Experiment zur Belüftung von LB-Platten
mit Transformanden. Bei den vorangegangenen Experimenten brach eine Petrischale an.
Daraufhin fand eine sehr schnelle Indoloxidation statt. Es lag die Vermutung nahe, dass
der Einﬂuss der Belüftung auf die Aktivität der Proteine von größerer Bedeutung ist, als
bisher angenommen. Die Inkubation eines Transformationsansatzes auf LB-Medium mit
10 g/l NaCl wurde nach einer 26-stündigen Anwachszeit bei 30◦C, bei Raumtemperatur
inkubiert und auf unterschiedliche Weise dem Luftsauerstoﬀ ausgesetzt (vergl. Kapitel
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3.3.2). In Tabelle 3.2 sind die Techniken, die dabei angewandt wurden, aufgeführt. In Er-
gänzung zur klassischen Inkubationstechnik, einer mit Paraﬁlm verschlossene Petrischale
(Kultivierungstyp A), wurde zusätzlich kurzzeitig unter der Sterilbank belüftet (Typ C).
Alternativ kamen andere Verschlusstechniken zum Einsatz, wie die Verwendung einer
Paraﬁlmhülle anstelle des Deckels (Typ B) oder einer lediglich partiellen Fixierung des
Deckels mit Paraﬁlm (Typ D). Letztere Technik wurde auch in Kombination mit einer
kurzzeitigen Belüftung angewandt (Typ E).
Die Beobachtung erfolgte über einen Zeitraum von 166 Stunden (∼ 7 Tage). Auﬀällig ver-
hielt sich vor allem die klassische Verschlusstechnik (Kultivierung A). Hier zeigte sich noch
während der Inkubationszeit bei 30◦C, bereits nach 42 Stunden, dass 95,6 % der beobach-
teten Kolonien SMO-Aktivität besaßen (vergl. Abbildung 3.8). Nach knapp 70 Stunden
waren alle Transformanden blau.
Für die anderen Fälle der Belüftung zeigten knapp 60% der beobachteten Kolonien ei-
ne indigoblaue Färbung. Der geringe Anstieg indigoblauer Transformanden ab der 70.
Beobachtungsstunde kann auf mögliches Lysieren der Kolonien bei Raumtemperatur zu-
rückzuführen sein. Auch Fehlfaltungen der Proteine, welche durch die Lagerung bei Raum-
temperatur auftreten, können eine Ursache für die geringe Zunahme der aktiven Proteine
im der zweiten Hälfte des Beobachtungszeitraumes sein (vergl. Abbildung 3.8).
Interessant ist dennoch der Einﬂuss der Belüftung auf die Transformanden. Obwohl sie
aus demselben Ansatz plattiert und in den ersten 26 Stunden gleich inkubiert wurden,
zeigen sie eine sehr starke Varianz in der Entwicklung blauer Kolonien. Geht man von
einem geringen Einﬂuss der Belüftung auf die Aktivität der SMO aus, lässt sich die Ab-
weichung der Kultivierung A (vergl. Tabelle 3.2) von den anderen Belüftungsarten nicht
eindeutig erklären, da abgesehen von der Belüftung, das Nährmedium und die Inkubati-
onstemperatur übereinstimmten.
Es lässt sich vermuten, dass die Aktivität der SMO, welche in Form von indigoblauen
Transformanden gemessen wird, nicht wesentlich von der Belüftung abhängt. Mit Hilfe
des NaCl-Gehaltes im LB-Medium jedoch, lässt sich die Zahl aktiver Proteine steigern.
Die Ursachen für die unregelmäßigen Ergebnisse unter nahezu identischen Bedingungen
konnten nicht eindeutig geklärt werden.
Betrachtet man die Ergebnisse mit 10 g/l Salzgehalt im Medium aus den Experimenten
zur Bestimmung zur optimalen Salzkonzentration (Abbildung 3.5, 3.6) und aus dem Be-
lüftungsexperiment (Abbildung 3.2), lässt sich keine Aussage darüber treﬀen, wie schnell
Klone auf Platte eine indigoblaue Färbung annehmen (vergl. Abbildung 4.1). Nach bei-
spielsweise 65 Stunden kann keinerlei Aussage darüber gemacht werden, wie gut die Ex-
pression aktiver Proteine stattﬁndet. So waren bei der Optimierung des NaCl-Gehaltes
(Abbildung 3.5) nach dieser Zeit 8,5% der beobachteten Transformanden blau, jedoch bei
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dessen Wiederholung (Abbildung 3.6) schon fast 49%. Die Unterschiede im Verhältnis
der Indoloxidation der Transformaden lässt sich bei allen Vergleichen bezüglich der Zeit
erkennen. Fakt ist, dass unter vergleichbaren Situationen keine klare Aussage darüber
































Zeit in Stunden 
Kultivierung A (vergl. Abbildung 3.8) 
Prozentuale Verteilung indigo-
blauer Transformanden  mit  
10 g/l NaCl im LB-Medium  
(vergl. Abbildung 3.5) 
Test zur Reproduzierbarkeit der 
prozentualen Verteilung indigo-
blauer Transformanten  mit  
10 g/l NaCl im LB-Medium 
(vergl. Abbildung 3.6) 
Abbildung 4.1: Vergleiche der prozentualen Entwicklung indigoblauer E. coli BL21
(pET_StyAL2B) Transformanden auf LB-Medium mit 10 g/l NaCl
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich aus allen Untersuchungen für den optimalen
NaCl-Gehalt (Kapitel 3.3.1) ein Gehalt von 10 g/l NaCl durchgesetzt hat. In allen unter-
suchten Fällen haben nach spätestens ∼ 166 Stunden mehr als 85 % aller beobachteten
Klone eine indigoblaue Farbe angenommen. Wird das Ergebnis der Kultivierung A des
Tests über die Belüftung (Tabelle 3.2) mit herangezogen, in dem 100% der entstanden
Klone blau geworden sind, kann zu dem Schluss gekommen werden, dass die optimale
Medienzusammensetzung des LB-Medium 10 g/l NaCl enthalten sollte. Zudem sollten die
Platten bei 30◦C, mit geschlossenem Deckel und mit Paraﬁlm verschlossen mindestens 26
bis 48 Stunden, inkubiert und anschließend bei 4◦C kühl gelagert werden.
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4.4 Die Entwicklung einer Methodik zur Quantiﬁzierung der
speziﬁschen Indigobildung eines Expressionsklons der
Styrol-Monooxygenase StyAL2B
Trotz der Untersuchung verschiedener Einﬂüsse auf die Bildung löslicher aktiver Styrol-
Monooxygenasen StyAL2B konnten keine Bedingungen gefunden werden, unter denen sich
auf reproduzierbare Weise alle Kolonien einer Platte innerhalb eines gleichen Zeitraumes in
gleichem Maße blau färbten. Ein Vergleich unterschiedlicher speziﬁscher SMO-Aktivitäten
verschiedener Mutanten auf Platte wäre daher prinzipiell ein sehr unsicheres Vorgehen.
Um für ausgesuchte Klone dennoch eine Möglichkeit zu ﬁnden, deren speziﬁsche Aktivität
ohne aufwändige Aufreinigung des Enzyms abschätzen zu können, wurde nach alternativen
Wegen der Aktivitätsmessung gesucht.
Im Gegensatz zur Kultivierung auf einem Festmedium ist der physiologische Zustand
von Bakterien in einer geschüttelten Flüssigkultur weitaus reproduzierbarer. Werden des-
weiteren Inkubationstemperatur, Schüttelfrequenz und Medienzusammensetzung kontrol-
liert, sollten auch Klone verschiedener Flüssigkulturen vergleichbarer sein, als dies bei
einer Kultivierung auf Festmedium der Fall wäre.
Um Aussagen zur speziﬁschen Aktivität der Indoloxidation eines Klons machen zu können,
müssen Informationen zur Menge der Biomasse und des gebildeten Indigos verfügbar sein.
Eine Konzentrationsbestimmung von Indigo im Kulturmedium ist aufgrund der Wasser-
unlöslichkeit des Farbstoﬀes nicht direkt möglich. Allerdings lässt sich Indigo zusammen
mit der Biomasse von Zellen abzentrifugieren und anschließend mit Hilfe eines polaren
Lösungsmittels (DMSO) hieraus extrahieren. Mit Hilfe eines experimentell bestimmbaren
molaren Extinktionskoeﬃzienten kann anschließend aus der Absorption des Extrakts auf
die gelöste Menge Indigo geschlossen werden. Parallel hierzu kann die Biomasse der Kultur
durch Messung der optischen Dichte bestimmt werden, wobei hierfür eine Wellenlänge zu
verwenden ist, bei der Indigo nicht oder allenfalls geringfügig absorbiert.
Neben der Bestimmung der Indigo/Biomasse-Koeﬃzienten war insbesondere von Inter-
esse, welche Wachstumsphase der Flüssigkultur mit einer erhöhten Oxidation von Indol
einherging.
In der Literatur sind kaum Werte für den Extinktionskoeﬃzienten von Indigo bekannt.
Aus diesem Grund wurde dieser ermittelt. Die Bestimmung des Extinktionsmaximums
von Indigo erfolgte mit Hilfe des Absorptionsspektrums von 300 bis 750 nm (vergl. Ab-
bildung 3.9). Bei der höchsten Absorption von gelöstem Indigo in DMSO, bei 620 nm,
wurde die Bestimmung des Absorptionskoeﬃzienten durchgeführt. Der experimentell be-
stimmte Wert von Indigo beträgt 18 mM−1 cm−1. In der Literatur sind für Indigo die
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Absorptionskoeﬃzienten von 16,23 mM−1 cm−1 (39) und 15,9 mM−1 cm−1 (32), welche
jeweils bei 610 nm in DMF bestimmt wurden, zu ﬁnden. Der zuletzt genannte Wert ist
von der Arbeitsgruppe von Gursky et al. (14) angepasst und auf DMSO angewandt wor-
den. Weitere Vergleichswerte für den Absorptionskoeﬃzient von Indigo gelöst in DMSO
konnten in der Literatur nicht gefunden werden.
Für die Quantiﬁzierung der speziﬁschen Indigobildung von E. coli BL21 (pET_StyAL2B)
wurde eine Methode zur Bestimmung der optischen Dichte einer Kultur und der Indigo-
konzentration entwickelt.
Die Bestimmung der optischen Dichte der Zellkultur erfolgte bei einer OD von 500 nm
in LB-Medium und anschließend wurde aus dieser Probe Indigo mit DMSO extrahiert.
Die Absorptionsmessung erfolgte dann bei 620 nm (vergl. Abbildung 3.9). Bei 500 nm
liegt ein lokales Minimum im Spektrum von Indigo, bei 620 nm ein Maximum. Für die
Bestimmung der optischen Dichten der Zellsuspension wurde das lokale Minimum von
Indigo bei 500 nm genutzt (vergl. Abbildung 3.9, vergl. Kapitel 3.3.4). Der Einﬂuss von
Indigo auf die Zelldichte bei 500 nm ist minimal. Die Messung einer reinen E. coli BL21
Kultur ergab eine maximale optische Dichte von 7,4 bei einer OD von 500 nm. Es lässt
sich daraus schlussfolgern, dass der Einﬂuss von Indigo, welches in die Zellen eingelagert
wurde, sehr gering ist.
Die Quantiﬁzierung der speziﬁschen Indigobildung von E. coli BL21 (pET_StyAL2B)
erfolgte durch die Beobachtung der Flüssigkultur über einen Zeitraum von 10 Stunden
(vergl. Abbildung 3.11). In diesem Experiment wurde die Indigokonzentration und die
optische Dichte der Kultur bis zum Beginn der stationären Phase aufgenommen. Deut-
lich zu erkennen ist in der Auftragung des Indigo/Biomasse-Koeﬃzienten über die Zeit
(Abbildung 3.12), dass eine verstärkte Indigobildung erst nach 4- stündiger Kultivierung
einsetzt. Im weiteren Verlauf steigt der Koeﬃzient nahezu linear an und fällt gegen Ende
der Kultivierung leicht ab. Hieraus ist leicht zu erkennen, dass während der exponenti-
ellen Wachstumsphase die höchste Indigobildung stattﬁndet. Diese Beobachtung steht in
deutlichem Gegensatz zum Verhalten der Klone auf Festmedium, wo eine Blaufärbung
der Kolonien erst mit zunehmender Kultivierungsdauer auftritt.
4.5 Fehleranalyse zur error prone PCR
Die ersten beiden Versuche zur error prone PCR erfolgten anhand der Proteine StyA2B
(Expression aus pBSK_StyA2B) und StyA1/StyA2B (Expression aus
pBSK_StyA1StyA2B). Die Durchführung nach der Vorschrift des GeneMorph II EZ-
Clone Domain Mutagenesis Kit, unter Verwendung der im Kit enthaltenen E. coli -Gold-
Zellen, lieferten eine ansehnliche Zahl von Klonen. Von den über 300 und 1150 Kolo-
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nien der StyA2B-haltigen bzw. StyA1- und StyA2B-haltigen Mutanten zeigte nach 24-
stündiger Bebrütung bei 37◦C und anschließender 20-tägiger Lagerung bei 4◦C allerdings
kein einziger eine eindeutige Neigung zur Indoloxidation. Da durch die angewandte Me-
thodik der Megaprimerextension die Anwesenheit insertloser Klone ausgeschlossen wer-
den konnte, mussten alle gewachsenen Kolonien die Zielgene der Styrol-Monooxygenasen
grundsätzlich enthalten. Frühere Erfahrungen zur Expression der Proteine StyA1 und
StyA2B deuteten bereits auf ein ausgesprochen problematisches Verhalten hin, durch
welches entsprechende Proteine beinahe ausschließlich in Form inaktiver Inclusion Bodies
anfallen können. Es ist daher naheliegend, die ausbleibende Aktivität zur Indoloxidation
einer vollständigen Expression der Oxygenasen als Inclusion Bodies zuzuschreiben.
Die Verwendung alternativer, besser exprimierbarer Targets für StyAL1B und StyAL2B,
sollte die prinzipielle Eignung des error prone PCR für die Mutagenese einer Styrol-
Monooxygenase zeigen.
Die Durchführung der error prone PCR erfolgte nach der Vorschrift des
GeneMorph II EZClone Domain Mutagenesis Kit. Die Anleitung des Kits wurde nach
dem Verdau der elterlichen DNA abgewandelt. Hier wurden in einem zusätzlichen Schritt
die DNA-Bruchstücke des DpnI-Verdaus mittels Gelelektrophorese von den veränderten
linearisierten Plasmiden getrennt. Auf diese Weise konnte sichergestellt werden, dass das
Fragmentstück mit der gewünschten Größe von ∼ 8.000 Bp transformiert wird. Im fol-
genden Schritt wurden nicht die im Kit enthaltenen E. coli -Gold sondern BL21-Zellen für
die Transformation verwendet.
Der erste Schritt des Gene Morph II EZ Clone Kit, die Megaprimersynthese für veränder-
te pET_StyAl2B Plasmide, konnte ohne Probleme durchgeführt werden. Die Aufreinigung
der Megaprimer nach der PCR erfolgte über ein Gel. Die Banden der entsprechenden Grö-
ße der Megaprimer (∼ 1.800 Bp) konnten auf dem Gel deutlich ausgemacht und aufgreinigt
werden.
Der zweite Teilschritt der error prone PCR, die EZClone Reaktion, zeigte nach dem DpnI-
Verdau auf dem Gel keine klare Bande, sondern umfasste einen Bereich von 8.000 Bp bis
weit über 10.000 Bp, der stärkere und schwächere Stellen aufwies. Die Transformation
des aufgereinigten EZClone Reaktion-Ansatzes erfolgte in kompetente BL21-Zellen. Das
Zusammenfügen der linearisierten Plasmidenden und die Reparatur der Nicks sollte durch
endogene Enzyme der Zelle erfolgen. Nach der Transformation konnten keine Transfor-
manden auf Platte beobachtet werden.
Daraufhin wurde der Schritt der EZClone Reaktion wiederholt, der nach dem Auftragen
auf ein Gel keine Banden im Bereich des zu erwartenden linearen Plasmides zeigte. Ursache
für das Misslingen der EZClone Reaktion kann in einem möglichen Aktivitätsverlust der
high ﬁdelity Polymerase liegen, die durch die Zeit der Lagerung sowie des wiederholten
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Auftauens bzw. Einfrostens Schaden erlitten haben kann.
Die im Gene Morph II EZ Clone Kit mitgelieferte high ﬁdeltity Polymerase generiert
staggered nicks. Es werden durch die Polymerase keine zusätzlichen Phosphatreste an
den 3'-Enden der aufgefüllten Plasmide angehängt. Die vorhandenen Phosphatgruppen
stammen aus dem eingesetzten dNTPs. Der Ringschluss des Plasmides wird durch endo-
gene Enzyme in der Zelle durchgeführt. Da diese Enzyme im Wirtsstamm E. coli BL21
in Takt sind, spricht nichts dagegen, diesen Stamm bei einer Transformation einzusetzen.
Des Weiteren kann die high ﬁdelity Polymerase im EZClone Reaktion Schritt theoretisch
durch andere Polymerasen ersetzt werden.
Die Auﬀüllung des Plasmidringes (EZClone Reaktion) wurde mit anderen Polymerasen
(Dream Taq, Taq, Pfu und Phusion) durchgeführt. Die Auftragung des PCR-Ansatzes
(EZClone Reaktion) auf Gel zeigte in allen Fällen keine eindeutige Bande bei ∼ 8.000 Bp,
sondern einen Bereich bis weit über 10.000 Bp mit stärkeren und schwächeren Stellen.
Dieser wurde aufgereinigt und in E. coli BL21 transformiert. In keinem Fall konnten
Transformanden auf Platte ausgemacht werden.
Die Transformation der veränderten linearisierten Plasmide erfolgte stets in frisch her-
gestellte E. coli BL21 Zellen. Erfahrungen der Arbeitsgruppe zeigten, dass frisch herge-
stellte kompetente Zellen oft eine höhere Transformationsrate besitzen. Die eingefrosteten
TOP10-Zellen (vergl. Kapitel 2.11) wiesen mit einer Rate 5·104 Kolonien pro µg DNA eine
geringe bis mäßige Kompetenz auf. Für frisch hergestellte kompetente Zellen wurde die
Transformationsrate nicht bestimmt, jedoch in allen Fällen eine Testtransformation mit
elterlicher DNA durchgeführt. Sie zeigte in allen Fällen, dass die Zellen die Kompetenz
besaßen DNA aufzunehmen.
Ein weiterer Augenmerk soll auf die zu transformierenden Plasmide gelegt werden. Als Po-
sitivkontrolle wurde DNA einer eigenen Plasmidpräparation genutzt, welche in supercoiled-
Form vorlag. Sambrook und Russell (40) beschreiben, dass sich ein linearisierter Vektor
um das 10.000-fache schlechter transformieren lässt als Vektoren in supercoiled Form. So-
mit war bei dem linearisierten Plasmid eine bedeutend geringere Transformationsrate zu
warten.
Betrachtet man die Kopplung von kompetenten Zellen und die Transformierbarkeit des
Plasmides, liegt die Folgerung nahe, für nachfolgende Experimente andere Methoden zur
Herstellung kompetenter Zellen zu nutzten wie Elektrokompetenz oder ein anderes Verfah-
ren für die Herstellung chemisch kompetenter Zellen. Hier ist es möglich, weitere Versuche
bezüglich möglicher Transformationssysteme durchzuführen.
Im Fall der getesteten Taq- und DreamTaq-Polymerase konnten keine Transformanden be-
obachtet werden. Sieht man sich die Eigenschaften der Polymerasen an, so wird deutlich,
dass beide an den Enden der ampliﬁzierten DNA einen 3'-Überhang bilden. Der Einﬂuss
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des angehängten Desoxyadenosin führt zu einer Veränderung der Plasmide. Sie können
sich aufgrund des an beiden Seiten des linearisierten Plasmides angehängten Adenosin-
restes nicht mehr miteinander verbinden. Somit ist es für die Wirtszelle nicht möglich, die
vorhandenen Informationen zu nutzten. Da die Ampicillinresistenz auf dem pET16bP-
Vektor liegt, konnten keine Transformanden erhalten werden, da dieses Antibiotikum im
Medium als selektiver Bestandteil vorlag.
Die weiteren genutzten Polymerasen Pfu und Phusion bilden keine 3'-Überhänge. Daher
sind sie für die Verlängerung der Plasmide geeignet. Auch bei diesen beiden Polymerasen
wurden keine Transformanden auf Platte gewonnen. Da die Polymerasen die Eigenschaften
besitzen, ohne 3'-Überhang zu ampliﬁzieren und staggered nicks bilden, sollte die DNA
nach der PCR korrekt vorliegen. Die Gelbilder zeigten jedoch keine eindeutige Bande bei
der gewünschten Größe von ∼ 8.000 Bp. Die Gründe dafür konnten nicht ausgemacht
werden. Da bei allen verwendeten Polymerasen keine eindeutigen Banden zu erkennen
waren, ist die Ursache nicht eindeutig zu identiﬁzieren. Sie kann beim verwendeten PCR-
Mix liegen. Es wurde jedoch keine Negativkontrolle von diesem durchgeführt. Der Verdau
des linearisierten Plasmid mit dem Enzym DpnI erzeugt DNA-Bruchstücke. Diese zeigen
sich jedoch bei geringerer DNA-Größe.
4.5.1 Fehler in der klassischen error prone PCR für pET_StyAL1B und
pET_StyAL2B
In Falle der error prone PCR nach der klassischen Verfahrensweise wurden die Megapri-
mer, welche mit dem ersten Schritt der Gene Morph II EZ Clone Kit gewonnen wurden,
mit Restriktionsenzymen geschnitten. Die Ligation diese geschnittenen, veränderten Me-
gaprimer erfolgte in den ebenfalls geschnittenen pET16bP Vektor (vergl. Kapitel 3.3.6).
Dieses Verfahren wurde für die Proteine StyAL1B und StyAL2B angewandt. Beim Desi-
gnen der Primer wurden die Schnittstellen, welche bei der Fusion über die dort verwende-
ten Primer eingebracht wurden, nicht beachtet. Sie enthielten NdeI und KpnI Restriktions-
schnittstellen in der Koppelstelle zwischen den Einheiten StyA und StyB (vergl. Abbildung
3.14). Statt der KpnI-Schnittstelle konnte die direkt dahinter liegende NotI-Schnittstelle
verwendet werden. Für NdeI war dies nicht möglich. Das Experiment wurde mit einem
Partialverdau durchgeführt, mittels Gelelektrophorese aufgereinigt, in pET16bP ligiert
und in E. coli BL21 transformiert. Es wurden keine indigoblauen Transformanden er-
halten. Die Überprüfung auf Vorhandensein des richtigen Inserts mittels Ganzzell-PCR
zeigte keine Klone mit gewünschtem Insert.
Aufgrund der hier nötigen Verfahrensweise (Partialverdau), mag ein Großteil der Gen-
fragmente nicht korrekt in die Plasmide eingebaut worden sein, da viele dieser Stücken
nur einmal geschnitten sein könnten und damit an einer Seite des Vektors binden, sich
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aber nicht schließen. Es ist davon auszugehen, dass die entstandenen Transformanden
überwiegend das Plasmid ohne Insert enthalten.
Durch den partiellen Doppelverdau der Megaprimer konnte nicht gewährleistet werden,
dass beide Enzyme geschnitten haben. Sinnvoll wäre es, erst einen Partialverdau mit NdeI
durchzuführen, auf ein Gel aufzugeben und die Bande mit Produkt des vollständigen Gens
des Fusionsproteins der Größen von ∼ 1.800 Bp aufzureinigen. Mit diesen gereinigten
Fragmenten sollte in einem zweiten Schritt ein NotI-Verdau durchgeführt werden. Selbst
mit dieser Vorgehensweise kann ein vollständiger Einbau aller veränderten Gene nicht
garantiert werden. Durch den Partialverdau ist es nicht möglich, die einmal geschnittenen
Genfragmente von den nichtgeschnitten im Endbereich zu trennen.
Die auf diese Weise erhaltenen Klone können das Plasmid ohne Insert enthalten. Durch
den Doppelverdau des pET16bP-Vektors besteht die Möglichkeit, das sich der Vektor wie-
der zusammengefaltet, wenn nur ein Enzym geschnitten hat. Es wurde von den Klonen E.
coli BL21 (pET_StyAL1B) und (pET_StyAL2B) nur eine Teil der Transformanden auf
das Insert mittels Ganzzell-PCR getestet. In keinem der Fälle konnte das Insert nachge-
wiesen werden. Für die restlichen Transformanden wurde der Nachweis mittels visueller
Beobachtung durchgeführt. Keiner wies in dieser Zeit eine Aktivität der SMO in Form
einer blauen Färbung auf. Es konnte dennoch nicht eindeutig gezeigt werden, dass die
entstandenen Transformanden kein Plasmid mit Insert enthielten. Klone, welche mögli-
cherweise Inclusion Bodies gebildet haben, wurden auf diese Weise nicht erfasst.
In der vorliegenden Arbeit wurden aus R. opacus 1CP die Styrol-Monooxygease StyA2B
und StyA1/StyA2B gewonnen und in den Expressionssystemen pBluescript II KS(+)
und pET16bP versucht zu exprimieren und mittels des error prone PCR Kits Gene
Morph II EZ Clone Kit zu verändern. Die durchgeführten Veränderungen des genetischen
Materials scheiterten an der Gewinnung aktiver Proteine. Aktives Protein ist durch die
Oxidation von Indol zu dem blauen Farbstoﬀ Indigo, welcher in die Zellen eingelagert wird,
erkennbar. Sowohl der Wildtyp als auch die veränderten Enzyme zeigten diese Aktivität
nicht.
Weitere Experimente erfolgten mit den Fusionsproteinen StyAL1B und StyAL2B. In bei-
den Fällen wurde die Expression von aktiven SMOs gezeigt. Das Gen styAL2B wurde
mittels des Gene Morph II EZ Clone Kits verändert. Auf diesem Weg war es nicht mög-
lich veränderte Transformanden zu gewinnen. Da die high ﬁdelity Polymerase im Schritt
der Auﬀüllung des Plasmidringes an die Megaprimer möglicherweise inaktiv geworden
ist, erfolgte diese Reaktion mit weiteren Polymerasen. In keinem der Fälle zeigten sich
Transformanden auf Platte.
Die Durchführung mit der error prone PCR wurde auf klassischem Wege versucht. Hier
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zeigte sich, dass aufgrund von Fehlern beim Primerdesign, bzw. der Missachtung von
Enzymschnittstellen aus dem Prozess der Fusionierung von styA und styB das gewünschte
Resultat nur mit Hilfe von Partialverdauen durchführen lies. Auf diesem Weg zeigten sich
Klone, in denen das gewünschte Genfragment jedoch nicht enthalten war.
Im Vorfeld der error prone PCR erfolgten Untersuchungen zur Optimierung des NaCl-
Gehaltes im LB-Medium. Dabei zeigte sich, dass bei 10 g/l NaCl die höchste Anzahl
aktiver SMOs in Klonen (bis zu 100%) nachgewiesen werden konnte. Es wurde eine Me-
thode zur Bestimmung des Wachstumes im Verhältnis zur Indioproduktion entwickelt. Auf
diese Weise wurde der Wachstumsverlauf und die Indigoproduktion einer E. coli BL21
(pET_StyAL2B)-Kultur im zeitlichen Verlauf verfolgt.
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